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T. INTRODUCCION



Tas células constitutivas del hepatopéncreas
de Moluscos Gasterdpodos han sido estudiadas, tanto a
migroscopia éptica (¥rijgsman, 1925, 1928; Thiele, 1954
Nekazima, 1956; Abolins-Krogis, 1961; Sumner, 1965a) co-
mo a microscopia electrdénica (Bani, 1962; David y G&t-
ze; 195%; Abolins-Krogis, 1965; Sumner, 1966a; Walker,
19703 Aijén y col.,. 1978). Estos estudios han demostra-
do la existencia de variocs tipos celulares en los adend-
meros de la citada gléndula. Todos esos tipos celulares
presentan una intensa actividad metabdlica, que se tra-
duce en notables cambios morfolégicos y sintesis de di-

versas estructuras a lo largo de su ciclo vital.

Practicamente todas las células de la referida
gléndula digestiva se encuentran implicadas en procesos
de carhcter digestivo, en los que intervicnen de manera
decisiva toda una diversidad de cuerpos 1iticos. l'or otre
parte, las mitocondrias pueden mostrar una gran variacién
de unos tipos celulares o otros, ofreciendo diversidad
de forma, tamaio, localizacidn y estructura interna, va-
riacidn querincluso puede llegar a observarse dentro de
un mismo tipo ceclular hepatopancredtico en distintos es-
tados metabdlicos. Toda esta variedad de aspectos morfo-
1égicos de liscsomas y mitocondrias, huacen de la glandu-
la digestiva de Gasterdpodos un material cspecialmente

apto para cl estudio de posibles peculiaridodcs estruc-



turales y funcionales de tales orgdnulos.

Ademés, algunas células hepatopancreéticas se
encuentran intimamente relacionadas con el metabollsmo
del calcio, sintetizéndose en su citoplasma unos compo-
nentes especificos, 155 1llamados granos calcicos, cuya
estructura, ofigen e implicaciones funcionales han atrai-

do nuestra atenciédn.

Por Gltimo, los tipos celulares del hepatopén-
creas muestran una gran sensibilidad frente a estados de
inaricién, ofreciendo en estas condiciones una amplia
gama de variaciones estructuraleé, que afectan a diver-
sos componentes citoplasméticos, variaciones que también

han sido objeto de nuestro estudio.

Por lo tanto, el hepatopdncreas de Gasterdpodos
reune una amplia gama de cualidades que 1lo convierten en
un modelc muy adecuado para el estudio de aspectos ultra-
estructurales y funcionales de diversos orgénulos cito-
plaéméticos, fundamentalmente mitocondrias y lisosomas.
Sobre estos puntos de la investipacidn citoldégica toda-
via permanecen muchas incégnitas y aspectos confusos,
por lo que, tratando de profundizar en el conocimiento
de esos aspectos, ncs hemos decidido a tomar como rmodelo

)

Ge eosbudio el ya reseiiado drpano digestivo. TLa especie



elegida ha sido el caracol Helix aspersa, puesto que se

trata de un animal cuya adquisicién no ofrece dificulta-
des, por estar muy extendido en nuestro entorno ecoldgi-
co, y cuyo mantenimiento y crianza resultan relativamen-

te sencillos,

Asi pues, en el trabajo que constituye la pre-
sente tesis doctoral hemos prestado una especial atencién
a las mitocondrias, cuerpcs densos liticos y granos cél-
cicos de las células del gasterdpodo Helix aspersa, tan-
to en condicionés normales como en estados de ayuno, ha-
ciendo asimismo referencia a todas aqucllaskparticulari—
dades que hayanos esfimado de interés de los restantes

componentves celulares,



II. SITUACION BIBLIOGRAFICA



1. SOBRE LA CONSTITUCION DEL HEPATOPANCREAS DE HELIX

A. Constitucidn general de la gléndula.-

La glandula digestiva de los Gasterdpodos, y -en
concfeto de las especies correspondieﬁtes al género Helix,
se encuentra constituida por una gran cantidad de adendme-
ros tubulares (Barfurth, 1883%; Billet y McGee-Russell,
1955; Krijgsman, 1925; Walker, 1970) que desembocan en pe-
querios conductillos éxcretores, los cuales se rehnen.en
conductos de mayor calibre. Estos ultimos éonfluyen final-
mente en un conducto excretor principal, que viene a desem-
bocar en el tubo digestivo, a nivel del intestino medio

(Gardiner, 1978).

Tos conductos y conductillos excretores se hallan
limitados por un epitelio, cuya conétitucién ha sido obser-
vada a microscopia electrdénica por Walker (1970). Segin
este autor, el mencionado epitelio es columnar y va dismi-
nuyendo de altura conforme su situacidén es més cercana a
los adendémeros. Entre las diversas células epiteliales se
disponen algunas de caréctér glandular mucoso. Las células
epiteliales, que pueden ser ciliadas o de superficie lisa,
ofrecen un nucleo basal y un citoplasma que aparece més
denso en el &pice, debido a la existencia en este nivel
de depbsitos de 1ipidos y de glucdgeno. Estas células, asi
como las que se situan en los adenémeros, de cuya consti-

tucidén citohistoldgica se dard una detallada referencia



bibliografica mAs adelante, descansan sobre una l&mina ba-
sal, por debajo de la cual se dispone una capa de tejido
conectivo que envuelve a toda la gléndula (Billet.y McGee-

Russell, 1955; Walker, 1970).

Entre el tejido conectivo, que contiene gran can-
tidad de fibras de colégeno, se localizan algunas células
musculares lisas. En estas células, las miofibrillas se
situan en la periferia del citoplasma (Rogers, 1968) y el
reticulo endoplasmltico liso es escaso. Tas mitocondrias,
de forma irregular y con numerosas crestas transversales,
se encuentran dispersas por todo el citoplasma, en el cual
también aparecen ribosomas libres, aparato de Golgi, peque-
fias vacuolas y grénulos de glucbdgeno. Dispuestos a lo lar-
go de las células musculares, se pueden observar axones

nerviosos de diémetros variados (Walker, 1970).

La gléndula digestiva de Gasterdépodos es contréc-
til (Nakazima, 1956), condicidn que debe a la existencia
de las mencionadas células musculares. La posibilidad de
contraccidén del hepatopéncfeas es de gran importancia paQ
ra el transporte de alimento hasta los adendmeros, asi co-
mo para la conduccidén de la secrecidn desde los adendmeros
hasta la luz intestinal, a través de los conductos excre-

tores.



B. Tipos celulares que constituyen el adenbémero.-

La estructura citohistoldgica de los adenémeros
tubulares del hepatopéncreas de Gasterdpodos pulmonados
ha sido objeto de.numerosos estudios, tanto a microscopia
éptica (Barfurth, 1883; Frenzel, 1885; Krijgsman, 1925,
1928; Carriker y Bilstad, 1946; Thiele, 1953; McGee-Russell,
1955; Nakazima; 1956; Abolins-Krogis, 1960; Rigby, 1963;
Rosenbaum y Ditzion, 1963; Sumner, 1965a; Walker, 1970)
como electrdnica (Bani; 1962; David y’Gotze, 1963; Abolins-
Krogis, 1965; Sumner, 1966a; Walker, 1970; Aijén y col.,
1978).

La primera referencia sobre la constitucién de
las porciones secretoras de la gléndula digestiva de Gas-
terdpodos es 1avofrecida por Baffurth (1883). Este autor
describe tres tipos celulares en los tlbulos secretores
del hepatopéncreas de Helix y Arion, que denomind "kalk-
zellen", "leberzellen" y “fermentzellen", los cuales se
correéponden respectivamente con las actualmente conocidas
como células cdlcicas, células digestivas y células excre-
toras. Posteriores investigadores han descritc estos mis-
mos tipos celulares en varios géneros de Gasterdpodos
(Baecker, 1952; Van Weel, 1950; Fretter, 1952; Thiele,
195%; Nakazima, 1956; Sumner, 1965a; Walker, 19703 Aijén
vy col., 1978). Junto a estas tres clases de células se ha

descrito un cuarto tipo, que sc¢ ha dado en llamar células



delgadas ("thin cells") (Sumner, 1965a, 1966a; Walker,
1970) u oxifilas (Aijén y col., 1978).

JParece posible éue alguno de los cuatro tipos ce~
lﬁlares mencionados no sea mas que la manifestacidén morfo-
légica de diferentes estados metabbdlicos de un mismo ele—u
mento. Al parecer, es probable que esta posibilidad sea
cierta para las células digestivas y excretoras (Fretter,
1952; Billet y McGee-Russell, 1955; Aijén y col., 1978).
Por lo tanto, segln esta opinién, esos dos elementos celu-
lares corresponderian a un mismo tipo en distintas etapas
de actividad metabdlica. Por otra parte, segin otras hipé-
tesis (Thiele, 1953; Sumner, 1965a), las células excreto-
ras procederian de la degeneracién de células célcicas.
Ademés, David y Gotze (1963) describen la misma estructu-
ra para el citoplasma de las células célcicas y digestivas,
aungue seglin la opinidén de Sumner (1966a), probablemente
la descripcidén que hacen aquellos autores solo correspon-
de a células digestivas. De cualquier modq, la existencia
de cuatro tipos celulares en el adendmero del hepatopén—
creas, ya sea como consecuencia de diferentes situaciones
metabdlicas, ya sean auténticas diferenciaciones estructu-

rales, parece bien establecida en la literatura.

Pero la presencia de esos cuatro tipos celulares

en los tGbulos hepatopancreéticos no es un carécter gene-



ral de todos los Moluscos, ya que en Lamelibranquios se
han descrito tan solo dos: células digestivas y células
basbé6filas (Sumner, 1966b, 1966¢). Las células digestivas
- de este grupo de Moluscos son muy parecidas a las de Gas-
terbépodos, mientras que las células basdfilas parecen ser
equivalentes a las células célcicas, si bien estés alti-

mas poseen granos calcicos de las que, carecen aquellas.

TLas diversas células constitutivas de los tébu-
los secretores aparecen estrechamente unidas entre sf. Ha-
qia la parte apical de la zona de unidbén de dos células ad-
yacentes se aprecia a microscopia electrénica un material
denso, que se dispone sobre la superficie interna de las
respectivas membranas (Sumner, 1966a), estructura que, se-
gin este investigador, se corresponde con la barrera ter-
minal descrita en el epitelio intestinal de Mam{feros por

Palay y Karlin (1959).

En zonas més inferiores de la superficie de con-
tacto entre células vecinas se pueden distinguir desmoso-
mas séptados (Sumner, 1966a),.similares a los encontrados
en células de otros Invertebrados, como Celentéreos (Wood,
1959) e Insectos (Tsubo y Brandt, 1962; Wiener y col.,
1964, Locke,'l965). En este tipo de desmosomas, las mem-
branas de células adyacentes se presentan asociadas median—

te un material granular, observindose conexiones transver-.

- 10 -



sales entre ambas membranas. Esta forma de mecanismos de
unién han sido descritos también en Lamelibranquios (Sum-
ner, 19660).'Ademés, en este grupo de Moluscos se han ob-
servado espacios intercelulares més o menos amplios hacia
la hase de la pared del adendmero, los cuales, en opinién
de Sumner (1966¢), permitirian la penétracién de ameboci-
tos entre las células de los tlbulos, situacibn ya descri-
- ta por Graham (1931). Tales amebocitos tienen como misién
el transporte de productoslabsorbidos por las células glan-

dulares hacia otras regiones corporales (Yonge, 1926).

C. Las células digestivas.-

Al conocimiento de la estructura de las células
digestivas del hepatopincreas de Gasterdpodos se ha llega-
do)a través de numerosos trabajos, entre los que destacan
los de Sumner (1965a, 1966a) j Walker (1970), que son los
que fundamentalmente han proporcionado la informacidn que

se describe seguidamente.

Las células digestivas son las mis abundantes de
los cuatro tipos existentes en el adendémero. Son de forma
columnar y sus dimensiones medias son 15 u de anchura maxi-
ma y entre 44 y 61 p de altura (Sumner, 1965a). Hacia la
base se situa el nGcleo, mds o menos ovalado, que suele

contener dos nucléolos.

- 11 -



El citoplasma tiene como caracteristica fundamen-
tal su gran vacuolizacidén, pudiéndose detectar, ya a micros-
‘copia éptica, cuatro tipos de vacuolas: apicales, con gréa-
nulos amarillos, con grénulos verdes y con grénulos protei-

cos (Sumner, 1965a).

las vacuolas apicales se situan en la porcidn api-
cal del citoplasma, con un difdmetro de aproximadamente 1,5
ji. Tanto a microscopia 6ptica como electrbénica, no ofrecen

contenido visible en su interior (Sumner, 1965a, 1966a).

En la regidén citoplasmitica situada inmediatamen-—
te por encima del nicleo aparece una gran vacuola con nu-
merosos cuerpos en su interior, que han sido denominados
grénulos amarillos. A veces, en esta gran vacuola, el es-
pacio que queda entre los grénuios amarillos se muestra
vacio, pero en otras ocasiones aparece ocupado por un ma-
terial finamente granular (Walker, 1970). En algunas célu-
las digestivas, junto a la referida gran vacuola se pueden
observar otras més pequeiias, que también contienen el mis-

mo tipo de inclusiones.

Los grénulos amarillos ofrecen un didmetro de 2 p
y su forma es bastante irregular. A microscopia éptica,
mediante técnicas histoquimicas, se ha podido comprobar

que su componente fundamental es la lipofuchina (Sumner,

- 12 -



1965a), aunque también presentan materiales de naturaleza
polisachrida, como se desprende de su condicidén PAS posi-
tiva (Walker, 1970). A microscopia electrénica presentan
una constitucién muy densa a los electrones, estando inte-
grados por un material constituido por la asociacidn dé
pequefios érénulos de 0,4 a 0,6 p, cada uno de los cuales

. esté formado, a su vez, por grénulos menores. Esta ultraes-
tructura resulta similar a la de los granos de lipofuchi-
na, descritos en varios tejidos de Mamiferos por Duncan y
col. (1960), Essner y Novikoff (1960), Malkoff y Strehler
(1963) y Goldfischer y Bernstein (1969), lo cual concuer-
da con la composicidén ya resenada de los grénulos amarillos.
Respecto al destino dé estos elementos, Barfurth (1883) de-
mostrd que en las heces del caracol se pueden encontrar
este tipo de cuerpos, en todo semejantes a los que apare-
cen en el intefior de las células digestivas, por lo que
Sumner (1965a) llega a afirmar que los grénulos amarillos

son excretados al exterior por las células digestivas.

Un tercer tipo de vacuolas, que se disponen en
la porcidn citoplasmatica situada entre las vacuolas api-
cales y la gran vacuola de grénulos amarillos, presentén
en su interior los llamados gréanulos vefdes, asi llémados
por Krijgsman (1928), debido a su fécil tincidbn con el ver-
de luz. Las vacuolas de esta naturaleza presentan un Gni-

co grano en el interior de cada una de ellas (Sumner, 1965a).

- 13 -



Los grénulos verdes son de un tamafio superior a
los amarillos, ya que presentan un diémetro de 3 a 3,5 m
(Sumner, 1965a) y ofrecen un contorno més o menos irregu-~
lar. Se encuentran constituidos por proteinas y polisacé-
ridos (Walker, 1970). A microscopfa electrénica estos
granos son de una densidad notablemente menor que la ofre-
cida por los amarillos, ¥y presentan una disposicidédn homo-
génea y grisécea; en ocasiones, junto a la masa grisécea,
pueden aparecer zonas de mayor densidad (Sumner, 1966a;

Walker, 1970).

Los grénulos verdes, segin Sumner (1965a) y Wal-
ker (1970), son actmulos de material recientemente inge-
rido por las células digestivas, junto con residuos iﬁ—
digeribles. En favor de esta hipbtesis habla el hecho de
que las células digestivas toman particulas alimenticias
que se acumulan en vacuolas similares avlas que contie-
nen los grénulos verdes (Jordon, 1918; Rosen, 1941; Wal-
ker, 1970). Pero, ademés de ésta, también hay otras hi-
pbtesis que vienen a explicar la procedencia de los gra-
nos verdes, como es la defendida por Krijgsman (1928) y
Thiele (1955), que habla de un ciclo secretor, sincréni-
co en todas las células digeStivas del adenbmero, duran-
te el cual los grénulos amarillos se transforman én gré-

nulos verdes, que son expulsados al exterior. No obstan-

- 14 -



te, Sumner (1965a) rechaza esta suposicién, baséndose en
la diferente composicién de ambos tipos de granos, aunque
este mismo autor (Sumner, 1966a) encuentra en Succinea,
género de Gasterbpodos bastante afin‘a Helix, una gran si;
militud entre la ultraestructura de los grénulos amarillos
y verdes, lo cual vendria a favorecer la hipbtesis de 1la
procedencia de los grénulos verdes a partir de los amari-
llos. Sin embargo, parece més probable que esto no sea asi,
como defiende Walker (1970), argumentando las grandes di-
ferencias, tanto estructurales como hiétoquimicas,'entre
ambos tipos de granos en la especie Agriolimax reticulatus,

perteneciente también a los Gasterbpodos pulmonados.

Dependiendo de la distinta concentracién y distri-
buciédn de las vacuolas con granuloes vérdes y amarillos, Bi-
llet y McGee-Russell (1955) describen dos tipos de células
digestivas en Helix: unas con grénulos verdes distribuidos
por todo el citoplasma y otras con grénulos amarillos dis-
puestos basalmente y grénulos verdes en el apice celular.
Pero entre ambas clases de células se pueden encontrar to-
dos los estadios intermedios, lo que viene a indicar qué
no se trata de auténticos tipos celulares diferentes (Sum-

ner, 1965a).

Otras vacuolas que, aunque constatando su rareza

en células digestivas, han sido descritas por Sumner (1965a),

- 15 -



son las que contienen en su interior los denominados gréa-
nulos proteicos. Estos grénulos son més abundantes en cé-
lulas chlcicas, pero cuando aparecen en células digestivas
son de mayor tamafio que los de aquellas, distribuyéndose
por cualquier regidén del citoplasma. A microscopia elec-
trbénica los grénulos préteicos estén constituidos por un
material amorfo y difuso, y, en cuanto a composicidn, mues-
tran la presencia de proteinas y presentan una reaccidn
positiva a los tests histoquimicos para la demostracidn

de triptéfano (Walker, 1970).

Ademés de los cuatro tipos vacuolares descritos,
inmediatamente por debajo de la memBrana plasmatica de la
superficie apical, se ha podido detectar a microscopia elec-
trénica la presencia de numerosas vesiculas de 1000 a 4500
X, limitadas por una membrana y con un contenido visible
(Sumner, 1966a). Estas pequefias bolsas son consideradas
por David y Gotze (1963) como reticulo_endoplasmético 1i-
so, pero Sumner (1966a) las califica como vesiculas de fa-
g0 y pinocitosis, puesto gque son similares a las observa-
das pbr Gauthier (1963%) y Afzelius y Rosen (1965) en las
células absorbentes del gastrodermo de Hidroideos. Vesicu=
las semejantes a estas se distribuyen también entre las

vacuolas que contienen grinulos verdes o amarillos.

Fn el citoplasma de las células digestivas se dis-

ponen, asimismo, cisternas de reticulo endoplasmético ru-
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goso mds o menos hinchadas, aparato de Golgi, situado en
las cercanias del nitcleo, mitocondrias y bolsas lipidicas
(Sumner, 1965a, 1966a; Walker, 1970; Aijén y col., 1978).
Ademés, Walker (1970) ha descrito la presencia de glucéd-

geno en las células digestivas de Agriolimax reticulatus.

Las mitocondrias, de un tamafio aproximado de 0,8 p
de largo por 0,6 de ancho, se pueden distribuir de manera
mé&s o menos uniforme, o bien concentradas hacia el &pice
(Sumner, 1965a). Sus crestas, segin David y Gotze (1965),
son de tipo longitudinal, aunque Sumner (1966a) encuentra

mis frecuentemente orientaciones transversales y oblicuas.

E1l ntmero de bolsas lipidicas es variable, concen-
tréndose a menudo unas junto a otras, para formar grandes
agregados hacia la Base celular (Sumner, 1965a). Pueden
ser de forma redondeada o irregular, y su didmetro oscila

entre 0,5 y 1,5 p, pudiendo llegar incluso hasta 3 m.

Ta disposicidén de la membrana plasméatica en la
superficie libre del tipo celular al que nos estamos refi-
riendo queda también recogida en la literatura. Segin sea
esta disposicién; se distinguen dos clases de células di-.
gestivas (Sumner, 1965a). Una de ellas presenta microvello-
sidades, por debajo de las cuales se>distingue una delga-

da lamnina de citoplasma no vacuolado, mientras que la
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otra clase no tiene microvellosidades y su parte apical
hace protrusidén en la luz del adendémero. La existencia de
estos dos tipos de células digestivas se explica, segin la
opinién de Walker (1970), por la doble funcidn secretora

y absorbente de estas formas celulares; para este autor,
las células con microvellosidades, que presenfan vesiculas
fagociticas y pinociticas, se encuentran en fase absorben-
te, en tanto que las que carecen de ellas estén en fase

secretora.

Sumner (1966a) ha estudiado la estructura de las
microvellosidades de esteas células a microscopia electrd—
nica y describe la existencia en allas de microfilamentos
de 100 X de grosor, cuando se utiliza como fijador el te-
tréxido de osmio. Estas estructuras filamentosas son simi-
1ares'a las encontradas en las microvellosidades de célu-
las epiteliales del intestino de Mamiferos (Palay y Karlin,
1959; Brown, 1962; Millington y Finean, 1962; Kjaerheim,
196%; McNabb y Sandborn, 1964)., Ademés, Sumner detalla la
existencia en la parte distal de las microvellosidades de

un material que seria equivalente al glicocalix.

Como se mencionaba coﬁ anterioridad, las células
digestivas desarrollan una doble funcién de absorcién’de
materiales alimenticios y de secrecién de productos (Krijgs-
man, 1925, 1928; Fretter, 1952; Thieie, 195%; Sumner, 1965a;

Walker, 1970). El1 carécter absorbente de estas células que-
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da reflejado en la existencia de microvellosidades y la
posible concentracidn apical de mitocondrias. Los produc-
tos absorbidos son probablemente digeridos intracelularmen-
te (Rosen, 1941), lo cual parece gquedar confirmado en las
experiencias de Sumner (1965a), en las que las células
digestivas de caracoles alimentados ofrece un considerable
aumento del RNA citoplasmético con respecto a las de cara-
coles sometidos a un cierto periodo de ayuno, lo que, se-
gln Sumner, estaria en relacién con la sintesis de los en-
zimas necesarios para la digestién de los materiales inge-
ridos. En cuanto a la secrecidén de sustancias, es de tipo
apocrino, siendo expulsado el &pice celular a la luz del

adendmero (Walker, 1970).

Aparte de las funciones absorbente y secretora,

" no faltan opiniones en la literatura acerca del desarro-
ilo de otras funciones por parte de las células digesti-
vas. Asi, Fretter (1952), en sus estudios sobre Helix po-
matia, Arion hortensis y Agriolimax agrestis, concluye que
estas células se ocupan también del almacenamiento de glu-
cégeno y grasa. En relacidén con esto existen discrepan-
cias entre distintos autores. Asi, Sumner (1965a) confir-
ma, en efecto, 1a existencia de lipidos como inclusiones
de reserva, pero no de glucdgeno. AbolinS—Krogis (1960)
solo encuentra glucégeno en las células digestivas de He-

1ix pomatia, pero Walker (1970), en Agriolimax, describe
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los dos tipos de almacén.
Finalmente, Abolins-Krogis (1960) atribuye también

a las células digestivas una participacién en la regenera-

cién de la concha.

D. Las células excretoras.-

Son células tipicas del hepatopancreas de Gaste-
répodos, puesto que en el de Moluscos Lamelibrangquios no
se presentan (Sumner, 1966c¢). En caracoles alimentados su
ntmero es relativamente abundante, aungue al someter a los
animales a condiciones de ayuno, éste disminuye considera-
blemente. lLas célﬁlas excretoras son de forma globosa, con
una altura media dev38 o ¥ una anchura maxima media de
23 o (Sumner, 1965a). E1 nlcleo es'basal, pudiendobconte—
ner varios nucléolos, y presenta un bajo contenido en DNA,
como lo demuestra su escasa capacidad de tincibén con la

‘reaccién de Feulgen.

En el citoplasma'aparece, por lo general, una va-
cuola central de grandes dimensiones, rodeada por una del-
gada capa citoplasmética. En su interior esta vacuola pre-
senta inclusiones, que han sido calificadas como grénulos
amarillos»por Sumner (1965a, 1966a) y como grénulos excre-
tores por Walker (1970). Tales granulos pueden presentar-

se indivisualizados o bien unidos entre sf, para formar
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grandes agregados; ademds, cada granulo aparece constitui-
do, a microscopia electrbénica, por muchos granos de menor

tamafio (Walker, 1970).

Los grénulos amarillos de las células excretoras,
o grénulos excretores, no son iguales a los que se encuen-
tran en las células digestivas (Sumner, 1966a), aunque la
participacién de la lipofuchina en su composicién esté fue-
ra de toda duda (Sumner, 1966a; Walker, 1970). No obétan—
te, Abolins-Krogis (1960) creyé que los principales pigmen-
tos constitutivos de estos gréanulos eran el urocromo y la
melanina, aunque més tarde (Abolins-Krogis, 1963a) admitié
también’lé presencia en ellos de la lipofuchina. Ademés
de estos pigmentos, encontrd otras muchas sustancias en
la.composicién de los grénulos excretores, como mucopoli-
sacéridos, proteinas, lipidos y una pequefia cantidad de

RNA.

Las mitocondrias y bolsas de lipidos son otras
estructuras que se pueden observar en el citoplasma de las
células excretoras. Ambas se distribuyen fundamentalmente.
en el &pice celular y no son muy abundantes (Sumner, 1965a;
Walkér, 1970). En esta regién celular se ha descrito, asi-
"mismo, la existencia de retfculo endoplasmético y cuerpos
multivesiculares (Walker, 1970). Sumner (1965a) dice no

haber podido detectar la existencia de aparato de Golgi,
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pero Thiele (1953) describe la presencia de esta estructu-

ra citoplasmética, aunque en estado de degeneraciébn.

- La superficie libre sé dispone formando microve-
llosidades, por debajo de las cuales existe una regidn ci-
toplasmética en la que abundan las estructuras tubulares,
con unas dimensiones de 800-2400 R de longitud y 200 % de
didmetro (Sumner, 1966a; Walker, 1970). Igualmente, en es-
ta zona se disponen vacuolas, con un difmetro aproximado
de 0,5/1, las cuales pueden aparecer vacias a microscopia
electrénica o con un material denso en su interior (Wal-

ker, 1970).

Aunque los primeros estudios realizados en el he-
patopéncreas de Gasterdpodos distingufan claramente entre
células digestivas y excretoras, a partir de Krijgsman |
(1928) se han venido considerando a estas filtimas, por di-
versos autores, como derivadas de las digestivas (Fretter,
1952; Billet y McGee-Russeil, 1955; Walker, 1970; Aijén y
col., 1978). No obstante, otras opiniones afirman que las
células excretoras son el producto de la degeneracidbn de
células cllcicas (Thiele, 1953; Sumner, 1965a, 1966a). Pa-
ra Thiele (1953) esto es tan evidente que se refiere a las
células chlcicas como "Kalkzellen Stadium II"™ y a las ex-
cretoras como "Kalkzellen Stédium III". E1 principal argu-

mento de Sumner en contra de la procedencia de las células
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excretoras a partir de las digestivas esté& en que no se
han podido detectar estadios intermedios entre ambos tipos
celulares, mientras que Abolins-Krogis (1960) describe cé-
lulas excretoras con grénulos proteicos en situacibdn api-
cal, que podrian corresponder a formas intermedias entre
células digestivas y excretoras. De cualquier forma, ya
deriven de células digestivas o de células célcicas, lo
que si parece evidente es que las células excretoras son
formas‘degeneradas, como se deduce del bajo contenido en
DNA de su nlcleo, de su escasa cantidad de citoplasma y

de la ausencia o degeneracidén del aparato de Golgi (Sum-

ner, 1965a).

Este mismo autor (Sumner, 1966a) describe la exis-
tencia de dos tipos de células excretoras, que denomina
respectivamente como "células excretoras primitivas" y
"células excretoras tipicas". Posteribrmente, Walker (1970)
ha venido a confirmar la presencia de estas dos formas ce-=
lulares. Las células excretoras primitivas presentan micro-
vellosidades en la superficie apical, con un citoplasma
en el que se disponen mitOcondrias,.cuerpos multivesicula-
res y diversas vacuolas de 2,5 s de diémetro, con grénuldsv
amarillos en su interior. Las células excretoras tipicas
pueden presentar microvellosidades, aunque frecuentemente
éstas desaparecen. [l citoplasma presenta los caracteres

generales descritos para las células excretoras, destacan-
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do la presencia de una Gnica gran vacuola, a diferencia
de las "primitivas" que tienen varias, y la escasez de las
restantes estructuras citoplasmiticas, como mitocondrias

o reticulo endoplasmético.

En el criterio de Sumner (1966a), las células ex-
cretoras primitivas derivan de las células célcicas, en
las que las esférulas célcicas van siendo sustituidas por
cuerpos electron-densos y homogéneos, que se disponen en
el interior de vacuolas. Posteriormente, en un grado més
avanzado de transformacién, las células excretoras primi-
tivas darian origen a las células excretoras tipicas. Es
decir, el primer tipo de células excretoras no seria mas
que un paso intermedio entre las cllcicas y las excretoras

tipicas.

La funcién asignada a las células excretoras ha
sido diferente, segln distintos autores. Asi, inicialmen-
te se creybé que eran secretoras de enzimas (Barfurth, 1883;
Frenzel, 1885; Krijgsman, 1925), por lo que se les 1lamb
"fermentzellen" (Barfurth, 1883). Pero otros investigado-
res han sustentado el criterio de que son células que se
ocupan de la excrecidén de pigmentos clorofilicos tomados
con el alimento (McMunn, 1900; Cuénot, 1899; Thiele, 1953;
McGee-Russell, 1955). Asimismo, Sumner (1965a) y Walker

(1970) defienden esta opinién, basandose en sus observa-
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ciones de grénulos excretores o amarillos en la luz de los
conductos glandulares y del intestino, asi como en las he-
ces, Por Gltimo, Abolins-Krogis (1960) piensa que el mate-
rial de los grénulos amarillos de las células excretoras

podria utilizarse en la regeneracibén de la concha de Helix.

E. Las células chlcicas.-

Este tipo celular ha sido descrito en Moluscos
Gasterépodos (McMunn, 1900; Fretter, 1952; Van Weel, 1950;
Thiele, 195%; Nakazima, 1956; Abolins-Krogis, 1965; Sum-
ner, 1965a, 1966a; Walker, 1970; Aijén y col., 1978; en-
tre otros), aunque es inexisténte en Lamelibranquios (Sum-

ner, 1966b, 1966c¢).

Son células de forma més o menos piramidal, con
una altura media en Helix de 37 p y una anchura media en
la base de 33 pu (Sumner, 1965a). El nfcleo se situa hacia
la base celular y muestra una forma irregular, con una mar-

cada lobulacidén (Abolins-Krogis, 1965).

Fl citoplasma se caracteriza por presentar una
alta concentracién de RNA, como se ha podido demostrar con
 métodos histoquimicos, a microscopia éptica (Sumner, 1965a),
situacidén que corresponde a la existencia de una gran can-
tidad de reticulo endoplasméitico rugoso, tal como se ha

observado a microscopia electrdénica (Abolins-Krogis, 1965;
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Sumner, 1966a; Walker, 1970). Este reticulo consta de cis-
ternas aplanadas y paralelas entre si, aunque en ocasiones
pueden aparecer considerablemente dilatadas, sobre todo

hacia el &pice celular.

‘Entre las cisternas de reticulo se localizan unas
inclusiones, esféricas u ovoideas, caracteristicas de es-
te tipo celular; son las llamadas esférulas célcicés, o
grénﬁlos cdlcicos, que se encuentran limitadas por una mem-
brana, y cuya composicidén y estructura ha sido objeto de
estudio por parte de numerosos autores (Barfurth, 1883;
Griinbaum, 191%; Krijgsman, 1928; Sioli, 1935; Fretter,
1952; Abolins-Krogis, 196%a, 1965; Sumner, 1966a; Walker,
1970; Navascués y col., 1978; entre otros). No daremos aqui
mayor detalle acerca de la situaqién bibliogréifica de es-
tas formaciones, puesto que seri expuesta en otro capitu-

lo de este apartado.

Ademés de las esférulas célcicas, el citoplasma
de estas células ofrece la presenclia de vacuolas que con-
tienen grénulos profeicos, de &4 M de diémetro y estructu-
ra y composicibén semejantes a la de las inclusiones del
mismo nombre existentes en las células digestivas. Estos
granulos, que se situan fundamentalmente en vacuolas del
citoplasma apical, han sido observados por diversos auto-

res, como Griinbaum (1913), Filhol (1937), Abolins-Krogis

- 26 -



(1960), Sumner (1965a) y Walker (1970).

Junto a las vacuolas con gréanulos proteicos, en
sus observaciones a microscopia 6ptica, Sumner (1965a) ha
descrito la existenciq de una gran vacuola apical con gri-
nulos amarillos, pero con posterioridad (Sumner, 1966a),
estudiando las células cllcicas a microscopia electrénica,

' no hace mencidén de ella.

Las mitocondrias, numerosas y con crestas obli-
cuas o transversales, se distribuyen por todo el citoplas-~-
ma, aunqgue pueden'aparecer concentradas en mayor proporcidn
hacia el &pice (Sumner, 1965a, 1966a). El éparato de Gol-
gl se sitta hacia la base de las células, zona envla que
igualmente abundan las bolsas lipidicas, cuyo tamano osci-
la entre 1,5 j 5 F.de diémetro, pﬁdiendo aparecer aisladas
0 en grupos mas o menos numerosos (Sumner, 1965a; w51ker,
1970; Aijén y col., 1978). Asimismo, Walker (1970) ha 1lle-
gado a dar noticia de la existencia de grénulos de glucd-

geno en las células cllcicas de Agriolimax.

En la superficie apical se observan microvellosi-
dades, de caracteres semejantes a las de las célulaé diges-
tivas (Sumner, 1966a), aunque Walker (1970) las ha encon-
trado menos numerosas que aquellas. El1 citoplasma inmedia-

tamente inferior a estas microvellosidades carece de reti-
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culo endoplasmitico y suele ofrecer pequefias vesiculas de
1500 R_de diémetro y cuerpos multivesiculares (Sumner,
.1966a). Este mismo autor ha referido la existencia de con-
siderables invaginaciones de la membrana plasmética, hacia

el polo basal de las células calcicas.

Estas células se han especializado en almacenar
sales de calcio (Fretter, 1952), aunque éste puede ser tan
solo un aspecto de una funcién més general de almacenaje
(Filhol, 1937), puesto que, como han demostrado Griinbaum
(1913) y Nakazima (1956), las células célcicas también al-
macenan 1lipidos, reduciéndoée la cantidad de estos, cuan-

do se someten a los animales a condiciones de ayuno.

Wagge (1951), McGee-Russell (1955) y Abolins-Krogis

(1960, 1963a, 1965) opinan que las esférulas cdlcicas se
utilizan en la reparacién de la concha de los Gasterépodos,
en tanto que Hirsch (1917) y'Krijgsmén (1928) mantienen el
criterio de que tales inclusiones son segregadas en el ju-
go digestivo, actuando como tampbén para mantener constan-
te ei pH en el intestino. Por su parte, Walker (1970) re-
fiere que el calcio almacenado serd utilizado para diver-
sas necesidades metabdlicas del individuo, y concretamen-
te en la produccién del mucus que recubre el cuerpo de los
Gasterépodos, mucus en el que, efectivamente, se ha demos-
trado la existencia de calcio (Barr, 1928; Dexheimer, 1951;

~ Campion, 1961).
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F. Las células delgadas.-

McMunn (1900) fue el primero en describir este
tipo celular en la especie Limax flavus, denominandolas
"voung cells", por creer que se trataba de células indi-

ferenciadas.

Son células muy estrechas, que aparecen en esca-
so ntmero, y cuya distribucidén, segin las observaciones
de Sumner‘(1965a), sevhace entre cualquiera de los otros
tipos celulares del adenémero, aunque en el criterio de
Thiele (1953) y Walker (1970) solo se disponen entre cé-
lulas digestivas y célcicas. El ndcleo es basal y el ¢ito-
plasma bastante homogéneo, con gran cantidad de mitocon-
drias (Sumner, 1965a, 1966a; Aijén y col., 1978) y un apa-
rato de Golgi perinuclear. Contienen también reticulo .en-
doplasmdtico rugoso abundantemente distribuido y no pre-
sentan inclusiones de las existentes en los otros tipos

celulares (Sumner, 1965a, 1966a).

Su funcién no es conocida, siendo la opinidén més
generalizada, aunque no plenamente demostrada, que se tra-
ta de células indiferenciadas, que éen un determinado momen-
to pueden dar origen a células cdlcicas o digestivas (McMunn,
1900; Thiele, 1953; Sumner, 1965a; Walker, 1970). A este

respecto, es interesante resefiar que mientras que Walker
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(1970) defiende que pueden transformarse indistintamente
en cualquiera de estos dos tipos celulares, Sumner (1965a)
mentiene la opinién de que dan lugar fundamentalmente a
células célcicas, puesto que encuentra en éstas una gran
actividad de fosfatasa alcalina, actividad que también ha-
bia sido demostrada en las células delgadas (Nakazima,
1956), en tanto que en las células digestivas es muy esca-

Sa.
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2. SOBRE LOS CUERPOS DENSOS

A. Los cuerpos 1iticos en general.-

Desde que en la década de 1950, de Duve y su gru-
po de la Universidad Catélica de Lovaina determinaron qui-
micamente la presencia de hidrolasas dcidas en la subfrac-
cién "light" de la fraccién mitocondrial de homogenados
de higado de rata (de the v col., 1955), los estudios so=
bre los cuerpos liticos del citoplasma celular se han ido
sucediendo, llegando & proporcionar un abundante conoci-.
miento sobre la morfologia y funcidén de tales estructuras.
Tras la caracterizacién bioquimica de los lisosomas, se
llevaron a cabo estudios a microscopia electrénica, con
objeto de determinar la naturaleza estructural de estos
eiementos, estableciéndose en las células hepaticas una
{ntima correlacién entre la activided 1itica y la presen-
cia de cuerpos densos, de morfologia heterogénea y rodesg-
dos por una membrana, relacién que se ha visto confirmada

en los demas tipos celulares que contienen lisosomas.

 Con posterioridad, se han podido identificar un
gran nimero de enzimas lisosémicas, tales como fosfatasa
dcida, ribonucleasa &cida, desoxirribonucleasa dcida, P-glu-
curonidasa, lisozima, hialuronidasa, catepsina, esterasas,
etc. (Tappel, 1969; Barrett, 1972), demostrandose la hetero-

geneidad lisosémica en relacién con su contenido enzimético.
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Los primeros trabajos realizados sobre los liso-
somas se llevaron a cabo en células hepaticas de Mamife-
ros (de Duve y col., 1955; Novikoff, 1957). Posteriormen-
te, muchas de las investigaciones en este campo de la Ci-
tologia se han realizado en el mismo material {Essner y
Novikoff, 1961; Holt y Hicks, 1961; Ashford y Porter, 1962;
Wattiaux y col., 1963; Novikoff y col., 1965; Goldfischer
y col., 1970;'Ma Yy Biempica, 1971; Kerr, 1973; Neely ¥y
col., 1977; Lee y col., 1979), como consecuencia de su
especial aptitud para el estudio de estos componentes ci-
toplasméticos y de la acumulacién de informacidén biblio-

gréfica sobre lisosomas en =1 citado material.

No obétante, los cuerpos liticos también han si-
do ampliamente investigados en otros tejidos de Mamife-
ros, como_ios epitelios de los tlibulos renales (Miller y
Palade, 1964; Maunsbach, 1966b, Straus, 1964, 1967; Galle,
1974)>y de la mucosa intestinal (Behnke, 1963; Hsu y Tap-
pel; 1964; Moe y coi., 1965), o en los tejidos secretores
de gléndulas diversaé, como tiroides (Wollman y col., 19643
Wollman, 1969; Nunez y Becker, 1970), préstata (Helminen
y Ericsson, 1970), hipéfisis (Smith y Farquhar, 1966) y
gléndulas sebiceas (Brandes y col., 1965). Asimismo, los
lisosomas han sido objeto de investigacién en los teji-

dos nervioso (Sellinger y col., 1964; Novikoff, 1967;
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Koenig, 1969; Novikoff y col, 1971), éseo (Vaes, 1969),
cartilaginoso (Dingle, 1962; Murray, 1975) y muscular
(Schiaffino y Hamzlinkova, 1972; Topping y Travis, 19745
Wildenthal, 1975; Smith y Bird, 1976; Decker y Wildenthal,
1978). También se ha dirigido una especial atencidn en
este campo a los leucocitos (Cohn y Hirsch, 1960; Hirsch,
19625 Farquhar y col., 1972; Bowers, 1973; David y col.,
1979) y a los componentes del sistema reticulo-endotelial

(Novikoff, 1963; Treadwell, 1965).

De los mencionados estudios se deduce que la
‘mayoria de las células de Mamiferos poseen un sistema
lisosémiéo m&s o menos desarrollado. Igualmente se ha
dado noticia de la presenciea de orgénulos liticos en di-
versos tejidos de Vertebrados no Mamiferos (Weber, 1964,
'1969; Hopkins y Baker, 1968; Hopkins, 1969; Davis y col.,
1979) y de Invertébrados, fundamentalmente Artrépodos
(Schin y Clever, 1965; Beaulaton, 1967a, 1967b; Bowen,
1968a, 1968b; Lockshin, 1969) y Moluscos (Sumner, 1969;
Bowen, 1970a, 1970b; Bowen y Davies, 1971; Navascués y
col., 1978).

La implicocién del reticulo endoplasmltico y
del aparato de Golgi en la formacién de los lisosomas
ha sido claramente establecida (Novikoff y col., 1963,

19644, 1964b; Novikoff y Shin, 1964; Brandes, 1965; Moe
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y col., 1965; Dauwalder y col., 1972), habiendo sido de-
sarrollado por Novikoff y su equipo (Novikoff, 1964; No-
vikoff y col., 1971) el concepto de GERL (asociacién apa-
rato de Golgi - reticulo endoplasméatico, de la éual pro-

ceden los lisosomas).

En lo que se refiere a los aspectos morfoldgi-
cos, los cuerpos densos liticos muestraﬁ una notable va-
riabilidad en las observaciones a microscopia electréni-
ca, limitadndose sus rasgos comunes a la presencia de una
membrana limitante y a la existencia de un contenido in-
terno, de densidad y apariencia muy diversas. Pronto se
comprendidé que las diferencias morfoldgicas de los liso~
somas no son sino la expresién de la naturaleza dinémi-
ca y diferentes posibilidades de funcionamiento.de estos
orgénulos dentfo de la célula. En efecto, esta situacién
se ha plasmado en el desarrollo del concepto de lisoso-
mas primarios, para las vesiculas cargadas de enzimas 1i-
ticos que se liberan del aparato de Golgi y que aun no
intervienen en procesos digestivos, y de lisosomas secun-
darios, para las estructuras lisosémicas cuyas hidrola-
sas &cidas se encucntran en un proceso activo de digestién.
Estos Gltimos se hallan intégrados fundamentalmente por
las vacuolas heterofégicas 6 fagolisosomas y las vacuo-

las autofédgicas 6 citolisosomas.,

s



La formacién de cuerpos liticos, junto con los
mecanismos de endocitosis, vienen a constituir los pro-
cesos fundamentales de la digestidén intracelular (Ber-
thet, 1965; de Duve y Wattiaux, 1966). En efecto, el ele-v
gante trabajo de Straus (1964) en los tubulos contornéa—
dos del fiﬁén, utilizando peroxidasa como elemento mar-
cador de fagosomas y técnicas histoquimicas para la de-
teccidén de lisosomas primarios, puso de manifiesto la
fusibén entre estos dltimos y las vesiculas de endocito-
sis, dando asi origen a las vacuolas heterofégicas. Es-
te proceso pudo tener su confirmacidén en el nivel ultra-
estructural merced a los estudios a microscopia electré-
nica de Graham y Karﬁovsky (1966) y Maunsbach (1966a,
1966b). Ademés, las vacuolés heterofagicas pueden unir-
se a nuevos fagosomas, utilizando asi el contenido enzi;
médtico que aﬁh permanezca'activo en la degradacién de
los productos fagosdmicos de reciente ingreso (Gordon y

col., 1965).

Aparte de la digestidén intracelular de produc-
tos exdgenos, los lisosomas aparecen implicados también
en procesos dc autofagia, mecanismo mediante el cuédl la
célula dipiere porciones mis o menos limitadas de su pro-
pio citoplasma. Efectivamente, se ha podido detectar ba-
jo microscopia electrénica la existencia de organulos

incluidos en vacuolas més o menos grandes, separadas del
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resto de citoplasma por una membréna, que sSe conocen co-
mo vacuolas autofégicas (Miller y Palade, 1964; Pitt y
Galpin, 197%; Hall y col., 1973). Los orgénulos mis fre-
cuentemente examinados en estas condiciones han sido las
mitocondrias, aunque también se han observado otros com-
ponentes citoplasméticos, apareciendo casi siempre inclui-

das Junto con ellos considerables porciones de hialoplasma.

En relacidén con el significado que la autofagia
pueda tener dentro de la fisiologia celular, se ha defen-
dido gque puede Jjugar un papel fundamental en la renova-
cién de materiales celulares, contribuyendo de forma de-
cisiva a la economia de la célula (Pitt; 1975). Se ha es-
tablecido que al someter células a estados de ayuno mas
0 menos prolongados, se incrementan considerablemente los
.procesos de autofagia (Levy ¥y Ellioft,1968). Probablemen-
te’eilo se debido a que la inanicidn desencadena un meca-
nismo de supervivencia, a través del cudl los componen-
tes celulares que no son imprescindibles para el funcio-
narmiento de la célula pueden ser degradados, obteniéndo-
ée asi productos que estén en condiciones de ser utili-
zados de nuevo o que pueden constituir una fuente de ener-

gla.

Se ha sugerido que las vacuolas autofégicas se

podrian originar mediante un proceso en el que las cister-
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nas de reticulo endoplasmitico liso, conteniendo enzimas
1iticas, envuelven una porcién de citoplasma, que por
Gltimo queda englobada en su totalidad (Ericsson, 1969a).
E1 propio Ericsson (1969b) propone un nuevo mecanismo

de formacién de cuerpos autofdgicos, segin el cual las
~vacuolas que incluyen méterial celular enddégeno se fusio-
nan con vacualas heterofédgicas, cuyo contenido enzimati-
co actuaria tanto sobre el material ingerido por endoci- .~
tosis como sobre las estructuras de caracter enddgeno.
Otros posibles origenes de las vacuolas autofégicas son
esbozados por Pitt (1975), como es la existencia de liso-
somas primarios aplanados que abrazan y terminan envol-
viendo un trozo de citoplasma, O 1é acumulacién en una
zona de citoplasma de pequefios lisosomas primarios que
van fundiendo sus membranas, hasta liegar a‘constituir
una membrana continua que engloba a la ditada regibén ci-

toplasmética.

Como consecuencia de la digestidn de materiales
en las vacuolas heterofdgicas y en las autofégicas, los:
produétos de desecho junto a residuos no digeridos se
acumulan en tales estructuras, convirtiéndose asi en los
llamados cuerpos residuales, los cuales pueden permané—
cer indefinidamente en la célula, llegando a afectar al
normal funcionamiento celular. Tal acumulacién ha sido

descrita en células envejecidas de diversos tejidos, co-
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mo nervioso (Samorajsky y col., 1964, 1968), higado (Ess-

ner y Novikoff, 1960) y miocardio (Strehler y col., 1959).

Ademds de los mecanismos de digestidn intrace-
lular hetero o autofégica, los lisosomas pueden partici-
par también en la digestiéﬂ extracelular, mediante la
liberacién al medio externo de su contenido enzimtico
(Dingle y col., 1971), y en procesos secretores, cOmo Se
' ha podido demostrar en células hipofisarias y en las cé-

lulas foliculares del tiroides. (Pitt, 1975).

B. Tos lisosomas en el hepatopidncreas.-

Restringiendo nuestro comentaﬁio bibliografico.
sobre los cuerpos liticos a la situacién descrita en el
hepatopincreas de Moluscos, mencionemos que la ingestidn
de particulas alimenticias por pafte de algﬁnas células
de la glandula digestiva de muchos de estos Invertebrados
ha sido ampliamente defendida en la literatura (Cuénot,
1899; Jordon, 1918; Yonge, 1926; Millot, 193%7; Rosen,
1941, 1952, 1965; Owen, 1955, 1970; Rosenbaum Yy Ditzion,
1063, Sumner, 1965b), habiéndose llegado a demostrar que
tales particulas son digeridas intracelularmente (Rosen,
10%0, 1941, 1950, 1952; Millot, 1937). Por otra parte,
la presencia de diversas hidrolasas dcidas en la gléndu-
la digestiva de los Moluscos ha sidc establecida, tanto

por métodos bioquimicos (Jarrige y Henry, 1952; Rillet,
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1954; Dogson y Powell, 1959; Leon y col., 1960; Orzel,
1967) como mediante técnicas histoquimicas (Billet y
McGee-Russell, 1955; Rosenbaum y Ditzion, 1963%; Reid,
1966, 1968). Ademés, en los trabajos de Sumner (1965a,
1966a), Walker (1970) y Navascués y col. (1978) se des-
criben en las células heﬁatopancreéticas de Gasterdpo-
dos toda una diversidad de granulos o vacuolas que, por
sus propiedades estructurales, parecen corresponder a
cuerpos lisosémicos, correspondencia que, en efecto,

ha sido confirmada por Sumner (1969) y Bowen y Davies
(1971), habiéndose encontrado actividad fosfatasa &ci-
da en los granos célcicos de las células del mismo nom-
bre, mientras que en las células digestivas y excreto-
ras se ha localizado actividad de diversas enzimas 1liti-
cas, tanto en las estructuras que presentan ﬁna morfolo-
gia de lisosomas primarios, cbmé en las §acuolas que con-
tienen material fagocitado y en las que presentan grénu-
los de lipofuchina, las cuales podrian catalogarse co=-

mo cuerpos residuales.
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3. SOBRE LAS MITOCONDRIAS

A. Aspectos generales.-~

Las mitocondrias vienen a constituir orgénulos
proVeedores de energié para la célula, habiendo sido ca-
talogadas como las centrales energéticas de la misma (Leh-
ninger, 1977). Los ya clésicos trabajos de Palade (1953)

y Sjostrand (195%) dieron a conocer los caracteres ultra-
estructurales basicos de estos componentes celulares, que
estudios posteriores han venido a corroborar, si bien
ofreciendo una amplia gama de variaciones morfoldgicas,
estructurales y de relacibén con otras formaciones cito-
plasméticas, en diferentes tipos de células o en distin-

tos momentos de la vida celular.

Es hecho bien constatado que el nﬁmero de mito-
condrias puede Suffir variaciones, en felacién con los
requerimientos energéticos de la célula para la realiza-
cién de las funciones eSpecifiCaS que ha de llevar a ca-
bo (Fawcett, 1966; Du Praw, 1971; De Robertis y col.,
1977). De este modo, resulta frecuente que la cantidad
de mitocoﬁdrias aparezca aumentada en células quevpresen-
tan muchas gotas de lipidos en su citoplasma, situacién
16gica teniendo en cuenta los altos requerimientos ener-
géticos de estas células para efectuar la sintesis lipi-

dica (Fawcett, 1966).
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Por otra parte, la localizacibén mitocondrial no
es estética; por el contrario, las mitocondrias son or-
ganulos que se pueden desplazar de unos lugares del ci-
toplasma a otros, movilidad que facilita su oportuna si-
tuacibén junto a aquellas estructuras celulares cuyo meté-

bolismo requiere un aporte energético (Grundmann, 1967).

En relacién con la ultraestructura de estos or-
ganulos, existe una situacién similar. En efecto, aunque
las imégenes de microscopia electrénica dan a menudo la
impresién de que las mitocondrias soﬁ formaciones estruc-~
turadas de una manera rigida y estética, lo cierto es
que su configuracidn ultraestructural resuita de una no-
table flexibilidad y dinamismo (Wolfe, 1977). La comple-
jidad de su estructura interna varia en relacién cdn la
mayor o menor actividad metabélica de la célula'que las
contiene; en otras palabras, depende de la necesidad de
produccién de mayor o menor cantidad de ATP (Lehninger,
1964, 1977, Fawcett, 1966; De Robertis y col., 1977).

De esta forma, células implicadas en procesos de trans-
porte activo; en la sintesis de 1lipidos a partir de hi-
dratos de carbono, o0 en la conversién de energia quimi-
ca en trabajo mecénico, suelen presentar mitocondrias

con una gran cantidad de crestas (Fawcett, 1966). Por

lo general, la densidad de la matriz es inversamente pro-

porcional a la cantidad de crestas (Grundmann, 1967).
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Relacionados con la dindmica situacién de 1las
mitocondrias se han descrito procesos de fragmentacién
o0 divisién mitocondrial, posibilidad que es conocida des-
de la comunicacién de Lewis y Lewis (1915) y ha sido am-
pliamente recogida por la bibliografia general (Wolfe,
1977). Ademés, las mitocondrias pueden presentar estre-
chas relaciones con otras estructuras citoplasméticas, |
situacién que ha sido sobradamente demostrada (De Rober-
tis y col., 1977). Aéi, frecuentemente las mitocondrias
aparecen en intima unién con gotas de lipidos, o relacio-
nadas con profusas invaginaciones de la membrana plasmé-
tica (Fawcett, 1966). Tampoco resulta extrano que cister-
nas de reticulo endoplasmético rugoso se situen rodeando
a una mitocondria, manteniéndose a una distancia de la
membrana externa mitocondrial.igual a la que suele exis-
tir entre dos cisternas de reticulo.'Segﬁn Fawcett (1966),
podria tratarse de una yuxtaposicién transitoria entre
estos dos elementos citoplasméticos, para la utilizacién

local de energia.

Las mitocondrias se encuentran altamente impli-
cadas en el metabolismo celular del calcio (Lehninger,
1971). Cuando existen altas concentréciones de c&a** en
el ambiente que rodea a la mitocondria, ésta acumula el
calcio eh su interior (Peachey, 1964; Schraer y col.,

197%; De Robertis y col., 1977), como ha podido ser de-
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mostrado con métodos autorradiogréficos que utilizan ca’3>
(Cosmos, 1964; Carafoli, 1967). En condiciones de acumu-
lacién de.calcio, las mitocondrias presentan densos gra-
nulos osmiéfilos en su matriz, qQue aunque no parecen co-
rresponder a precipitados inorgénicos, de alguna manera
intervendrian en la regulaciébn del ambiente iénico inter=

no de la mitocondria (Fawcett, 1966).

Ta incorporacién intramitocondrial de calcio re-
sulta facilitada por la presencia de aniones inorgénicos,
como el fosfato (Bygrave, 1978). La identificacién en
la matriz mitocondrial de grénulos de fosfato célcico
(Lehninger, 197C, 1971) puede conducir a la cohsideracién
de Que las mitocondrias son-orgénulos fundamentales en
' los procesos de calcificacién (Bygrave, 1978). Lehninger
(1971) ha llegado a proponer que la caléificacién se ini-
cia mediante concentracibén de iones calcio y fosfato en
el interior de la mitocondria, que, cuando se supera un
cierto limite de apumulacién, precipitan en forma de fos-
fato tricdlcico amorfo. A continuacién, parte del fosfa-
to seria reemplaiado por iones hidroxilo, para constituir
hidroxiapatita cristalina. Finalmente, la hidroxiapatita
pasaria al hialoplasma mediante mecanismos desconocidos,
abandonando la célula para ser depositada en lugares ex-

tracelulares.
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También resulta interesante resaltar que en mu-
chos tipos de células aparecen frecuentemente degeneracio-
nes mitocondriales, de las que la mds generalizada es la
inclusién de mitocondrias parcialmente digeridas en el

interior de citolisosomas (Novikoff y Essnzr, 1962).

B. Las mitocondrias en las células hepatopancreédticas.—

Ia informacidén acerca de las caracteristicas es-
pecificas que las mitocondrias pueden ofrecer en las cé-
lulas del hepatopéncreas es exigua, y solo en algunas
comunicaciones se hace referencia a ellas de manera més

o menos indirecta.

Fl ntmero de estos orgénulos varia en los dife-
rentes tipos celulares del adendémero hepétopancreético.
En las células excretoras se presentan en poca cantidad
(Sumner, 1965a; Walker, 1970), én tanto que son relati-
vémente numerosas en las células célcicas y muy abundan-
tes en las células delgadas u oxifilas (Sumner, 1965a,

1966a).

Fn cuanto a su distribucidén, las mitocondrias
ofrecen preferentemente una localizacidn gpical en las
bélulas del adendémero (Sumner, 1965a, 1966a; Walker,
1970; Abolins-Krogis, 1970), aunque también pueden apa-
recer distribufdas uniformemente por todo el citoplasma,

a excepcién de las células excretoras.
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Los detalles estructurales descritos en el he-
patopéncreas de Gasterépodos sobre la estructura mitocon-
drial se limita casi exclusivamente a la disposicién de
las crestas, que por lo general presentan una orienta;
cién transversal u oblicua (Sumner, 1966a), aunqﬁe David
y Gofze (196%3) las han encontrado dispuestas en células
digestivas de forma longitudinal. Por otra parte, Chen
y col. (1974) han dado a conocer la formacién de depdbsi=-
tos electrodensos de fosfato célcico en las mitocondrias
aisladas de células hepatopancreédticas del érustéceO'Ca—
1linectes sapidus, en tanto que Abolins-Krogis (1968) re-
" fiere en células cadlcicas de Helix pomatia la transfor-
macibén de formaéiones mitocondriales, para dar origen a
esférulas célcicas. Igualmente, han sido descritos pro-
cesos de fragmentacidén en mitocondrias del hepatopéncreas

del caracol (AbOlinsFKrogis, 1970).
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4, SOBRE LOS GRANOS CALCICOS

A. Aspectos morfoldgicos y estructurales.-

Tos granos célcicos, 6 esférulas calcicas, son

"~ estructuras especificas de las células del hepatopéncreas
de Moluscos Gasterdépodos, aunque formaciones semejantes
han sido descritas en el hepatopéncreas de Crustééeos
(Becker y col., 1974) y el intestino de Cestodos (Nieland
y von Brand, 1969; von Brand y Nylen, 1970).

Los granos cdlcicos del hepatopéncreas de Gas-—
terdpodos presentan forma esférica u ovoidea, con tamafios
aproximadamente iguales dentro de una misma célula, si
bien en células diferentes‘pueden’ofreber una notable va-
riacién en sus dimensiones (Sumner, 1965a; Walker, 1970),
observéndqse,desde pequeﬁos cuerpos esféricos de 0,6 B
de diametro, hasta formaciones de 7,5 B, que a menudo apa-
recen aplanadas (Abolins-Krogis, 1965). Enllas células
cdlcicas aparecen en situacién relativamente basal, pu-
diéndose observar por todas las regiones del -citoplasma,
excepto en las apicales (Sumner, 1965a; Navascués y col.,
1078)., Asimismo, se ha demostrado la relativa frecuencia
de esférulas célcicas libres en la luz de los tubulos

glandulares (Sumner, 1955a; Becker y col., 1974).

Tos granos cédlcicos no son simples condensacio-

nes homogénecas de sales célcicas, sino que poseen una



composicidén y estructura bastante més complicada (Griin-
baum, 1913%; Wagge, 1951; Abolins-Krogis, 1963%a, 1963c,
1968). En efecto, las esférulas célcicas de Gasterdpodos
constan de una matriz orgénica sobrc la que se,deposi4.
tan sales de calcio (Baecker, 1932; Fretter, 1952; Bi-
llet y McGee-Russell, 1955; Abolins-Krogis, 196C, 1965).
- Bstudios histoquimicos han demostrado que la matriz or-
génica consta fundamentalmente de proteinas, juntb a mu-
copolisacéridos, lipidos y é&cidos nucleiéos en menor pro-
porcién (Abolins~Krogis, 19560, 1963%c). Esta misma inves-
tigadora (Abolins-Krogis, 1965) describe como integran-—
tes de la matriz orginica, unas fibrillas protelcas que
presentan una estriacidén, con un periodo de 208-220 X,
motivo que le induce a suponer que el material proteico

podria ser de naturaleza colégena.

No obstante, la composicidn de la matriz orgi-
nica no parece ser la misma en distintos grupos de ani-
males; ési, Becker y col. (1974), despuéé de aislar me-
diante fraccionamiento los granos cdlcicos del hepatopén~
créas del cangrejo Callinectes sapidus y determinar su
composicidén quimica, llegan a la conclusién de que las
proteinas aparecen en escasa cantidad y los 1ipidos no
son detectables, en tanto que aparecen cantidades apre-

ciables de ATP, ADP y AMP,
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Por lo que se refiere a los componentes minera-
les de las esférulas cédlcicas, Krijgsman (1928), Sibli
(1935) v Robertson (1941) han mantenido que, en el hepa-
topéncreas de Helix, Jas sales de calcio se presentan‘exe
clusivamente bajo la forma de fosfato, en tanto qﬁe Bar-
furth (1883) y Wagee (1951) defienden gue solamente apa-
recen como carbocnato. Frettér (1952), utilizando isdto-~
pos radiactivos, llegbé a demostrar que en las esférulas
cdlcicas existe una mezcla de ambas sales, afnadiendo Abo-
lins-~Krogis (1965) que, de ellas, es ¢l carbonato céléi—
co el gue se encuentra en mayor proporcidén en Helix po-
-matia. Sin embargo, estos resultados parecen estar en
contradiccién con los estudios de Burton (1972) que, pa-
ra los granos célcicos del hepatopéncreas de esta.mismav
especie, establece una composicién a base de calcio; mag-
nesio y fosfato,‘fundamentalmente, y una peguelia propor-
cién de carbonato, composicidn que'Viene a ser muy pére-
cida é la descrita por Becker y col. (1974) en Callinec-

tes.,

La ultraestructura de las esférulas cdlcicas
ofrece, en diferentes grupos de animales, un similar or-—
denamientb de anillos concéntricos, tal como ha sido des-
crito por Bévelander y Benzer (1948), Bani (1962), Abolins-
Krogis (1965), Sumner (1966a), Kapur y Gibson (1968), Sta-

nier y col. (1943), VWalker (1970), Recker y col. (1974)



y Navascués y col., (1973). Sumner (1966a), estudiando los
granos cédlcicos de llelix aspersa, describe la existencia
de una membrana que los limita, y de un material denso a
los electrones, situado en el centro de las esférulas, en
torno al cual se disponen anillos de 4CC a 1600 X de gro-
sor, constituidos por particulas muy densas. Separando

a los distintos anillos, quedan espacios de baja densi-
dad electrdénica, de 10C a 1000 X de espesor., Asimismo, en—'
tre-el anillo més exterior y la membrana limitanté se oOb=-
serva un espacio claro, de 800 a 570C X de anchura, que
Walker (1970) considera debido a retraccidén del tejido;
por el contrario, Bani (1962) opina que dicho espacio, en

Vaginulus borellianus, estaria relleno de fluido.

No obstante, la estructura de los gréanulos de
‘calcio parece ofrecer ciertas variaciones en especies di-
~ ferentes. Asi, en Agriolimax reticulatus, Walker (1970)
- describe las formaciones anulares intimamente adosadas
a la membrana limitante, mientras que Bani (1962); en Va-
ginulus, cita la existencia de dos formaciones membrané—
sas que unen a la membrana limitante del grano con la es-
tructura anular interna, de manera que ésta quedaria co-
mo suspendida en el fluido antes mencionado; tales forma-—

ciones no se han podido detectar en otra: especies.

Abolins-Krogis (1965) describe en Helix pomatia

una estructura fibrilar que forma parte de los anillos

- 49 -



concéntricos, y que corresponderia a la matriz organica,
aunque Bani (1962) y Walker (1970) no dan noticia de su
existencia. Segin Abolins-Krogis (1965), los depdsitos
de sales cdlcicas se pueden reconocer como dénsas granu-
lacioﬁes bien definidas, que se disponen sobre la super-
ficie de las fibrillas orgénicas. Por otra parte, el ma-
terial denso observado por Sumner (1966a) en el centro
de los granos célcicos, ha sido descrifo también por Ba-
ni (1962) y Abolins-Krogis (1965) en otras especies de |
Gasterdpodos, pero no ha sido detectado en Agriolimax -

‘(Walker, 1970).

En sus estudios de microscopia 6ptica, Sumner
(1965a) ha llegado a observar, en caracoles en estado de
hibernacién, unos cuerpos anulares de 6-7 p de didmetro,
" cada uno de los cuales consta de una zona superficial
rica en RNA, qﬁe rodea a una esférula cAlcica. Pero la
equivalencia de estos cuerpos en la microscopla electrd-

nica no ha sido recogida en la literatura.

B. Grénulos relacionados con las esférulas calcicas.-

Otro tipo de inclusiones granulares obgervadas

“en las células célcicas de'Helix,‘que parecen mostrar re-
lacién con las esférulas cdlcicas, son los llamados "gra-
nulos b" (Abolins-Krogis, 1965, 1968). Se trata de cuer-

pos citoplasméticos muy densos, de 0,4-0,7 P.de diametro,
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cuyo contenido parece incorporarse a los granos célcicos.
E1l aislamiento y andlisis cromatografico.de los "gréanulos b"
ha permitido demostrar la presencia de calcio, proteinas,
derivados del fenol y colesterol; eéte Gltimo compuesto
puede facilitar la precipitacidén de iones calcio y la for-
macidén de proteinas fibrilares (Abolins-Krogis, 1963c).
Los "grénﬁlos b" podrian ser equivalentes a las estructu-
ras observadas por Walker (1970), compuestas unicamente
por material electréﬁ—denso, gque son consideradés como
esférulas célcicas inmaduras. Al parecer, los grénulos;b
podrian actuar en algln proceso fuera de las células cal-
cicas, y asi se ha llegado a describir una liberacidn de
estos grénulos desde la base de las células que los con-
tienen hacia el tejido conectivo subyécénte (Abolins-Kro-

gis, 1968).

Por otra parte, Becker y col. (1974) han descri-
to en el citoplasma de las células del hepatopéncreas del
crustaceo Callinécteé sapidus, tres tipos de formaciones
de tipo cé&lcico. Las estrﬁcturas que estos autores deter-
ninan como grénulos tipo III serian equivalentes a las
"esférulas del hepatopdncreas de Gasterdépodos, con su ti-
pica estructura'anular-y un diémetro de hasta 3%-5 ] Los
granulos tipo II, de un didmetro aproximado de 5 u, .po-
seen una nembrana que limita un contenido muy denso, el

cual queda separédo de aquella por una regidén clara, que
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podria ser debiba a retraccibén. Tos granulos tipo I, de
tamafio muy superior a los anteriores (20 p de diametro),
no estan limitados por membrana alguna y se observan co-
mo cuerpos densos con multiples lineas de fractura que no
se tinen, exhibiendo hacia su periferia una estructura en
capas. No se llega a aclarar la relacién existente entre
estos tres tipos de grénulos, aunque se apunta alguna evi-
dencia morfoldgica gque parece relaciohar a.los granulos

tipos II y IIT.

C. Origen vy formacidn.-

El origen y formacién de los granos célcicos es
‘una cuestidén que aparece bastante confusa e incompleta en
la bibliografia. De cﬁalquier manera, parecé seguro que
el aparato de Golgi participa activamente en la sintesis
de las sustancias necesarias para la formacién de la ha-
triz orgénica de laé esférulas (Abolins-Krogis, 1965).
Posteriormente, esta misma autora (Abolins-Krogis, 1968)
describe un complejo proceso que estaria implicado en la
formacidn de'grénulos—b y esférulas cédlcicas. En esta des-
cripcidén se supone que las cisternas del aparato de Golgi
de las células digestivas emiten pequetias vesiculas que
contienen un material denso a los electrones, las cuales
se fusionan entre si para constitﬁir vacuolas de tamaﬁo
medio y de ménor densidad. IEn otras ocasiones, estas va-

cuolas se podrian formar a partir de la transformacidn
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sufrida por mitocondrias, que son previamente rodeadas
por cisternas del aparato de Golgi. Cualquiera que sea

su procedencia, el contenido de tales vacuolas, mediante
incorporacidn de materiales desde el citoplasma y poste-
rior condensacién, daria origen a grénulos amarillos, los
cuales finalmente se transformarian en una red de sustan-
cia electrodensa, entre la que se disponen eSpacios cla-
ros, que pafecen compuestos por una sustancia fibrosa.
Segln Abolins-Krogis (1968), esta sustancia fibrosa se
encontraria relacionada con los constituyentes de los gra-
nulos~-b y con las fibras de las esférulas célcicas, pero
no especifica en qué consiste tal relacidén, ni cbdmo los
granos célcicos se constituyen finalmente en las células
cdlcicas, puesto que todo el proceSo descrito es referi-

do a las células digestivas.

En resumen, en la formacién de los granos cll-
cicos interviene el aparato de Golgi y también deben ju-
gar un cierto papel los grénulos-b. Asimismo, parece ser
que en dicha formacién pueden intervenir tipos celulares

diferentes de las células cdlcicas.

D. Procesos fisiolégicos en los gque intervienen.-—

Se les ha asignado a las esférulas cédlcicas una
intervencién en diversos procesos fisioldégicos, como es

la produccidén de mucus que recubre el cuerpo de los Gas-
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terépodos (Walker, 1970) o el mantenimiento del pH intes-
tinal (Hirsch, 1917; Krijgsman, 1928), pero la funcién
que ha sido mejor estudiada es su participacidn en los
fendmenos de reparacién de la concha, a cuya investiga-
cién Abolins-Krogis ha dedicado gran parte de sus traba-
jos (Abolins-Krogis, 1958, 1960, 19635,‘19650, 19634,
1968).

La reparacién de la concha de Gasterdpodos se
“inicia con la aparicién de una matriz en la que aparecen
una diversidad de estructuras cristalinas orgénicés, que
muestran reacciones positivas para las proteinas colage~
nas, mucopolisacdridos de tipo condroitin y 1lipidos (Abo-
lins-Krogis, 1958). Los cuerpos cristalinos mencionados
contienen una .serie de particulas de 0,2-0,4 p de diéme-
tro (Abolins-Krogis, 1958, 1963b, 1963c¢c, l965d). De tales
particulas, las m&s grandés correspohden a "granulos b"
que contienen calcio (Abolins-Krogis, 1960, 1963c), mien-
tras que las menores son probablemente idénticas a los
granulos proteicos observados en las c&iulas del hepato-
Apéncreas (Abolins-Krogis, 1960). Durénte la regeneracién
de la concha, muy pronto comienza una débil incorporaqién-
de calcio en los cuerpos cristalinos orgénicds, calcifi-
cacibén que va gradualmente afirméndose, hasta que final-
mente las formaéiones cristalinas orgénicas se transfor-

man por completo en incrgénicas, puesto que reaccionan
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negativamente ante las técnicas para la demostracidén de
sustancias orgdnicas (Abolins-Krogis, 1968). Las sustan-
cias inorgénicas estén constituidas fundamentalmente por
carbonato calcico, bajo la forma de calcita y aragonita

(Abolins-Krogis, 1968).

Al parecer, los "grénulos b" son las particulas
elementales que se van calcificando durante la minerali-
zacién de la concha (Abolins-Krogis, 1963d), actuandé'co—
mo centros de calcificacidn para el progreso de dicha mi-
neralizacién. Posiblemente, los "grénulos b" de Abolins-
Krogis son idénticos a los "grénulos iniciales" descri-
tos por Bévelander y Benzer (1948) eh el procesd de rege-

neracidén de la concha de Moluscos marinos.

Tos estudios de Wagge (1951), Fretter (1952) y
Abolins-Krogis (1960, 1963b) han demostrado que durante
la regeneracién de la concha, las proteinas de la matriz
orgédnica y las séles cdlcicas se liberan desde el hepa-
topancreas, siehdo transportadés hasta la zona en repa-
racién por células migracoras de cardcter amebocitico.
Previamente a su liberacién, las esférulas cédlcicas se
desintegran, haciéndose més laxa su estructura y pudién-
dose observar en ellas conjuntos dev“grénulos‘b", los
cuales abandonaﬁ las células célcicas por su base y al-
canzan ¢l tejido conec¢tivo subyacente (Abolins-Krogis,
1?68), desde donde son recogidos y transportados por ame-

bocitos.
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ITI. MATERIAL Y METODOS



1. FUENTE DE EXrERIMENTACION

Para la realizacién de este trabajo se han uti-
lizado caracoles de la especie Helix aspersa (Miiller).
Los animales empleados fueron recogidos en el campo y
colocados en un criadgro, para su mantenimiento en el
laboratorio, El criadero constaba de un recipiente de
cristal, con forma de prisma rectangular y dimensiones
aproximadas de 60x40x40 cm., cuya base se rellenb de ra-
mas y hojas secas, situando asimismo dos placas de petri
con agua y tierra, respectivamente. Sobre las hojas se-
cas, que se renovaban de cuando en cuando, se deposita-

ba el alimento, consistente en hojas de lechuga.

Dentro del criadero se dispusieron pequenos re-
cipiéntes de cristal, limitados en su parte superior por
una tela metélica de malla fina, con el fin de aislar
los caracoles que habfan de mantenerse en éstado de ayu-
no, durante diferentes perfiodos de tiempo, como se des-

cribe més adelante.

El érgano utilizado para nuestro estudio, el
hepatopancreas 6 gléndula digestiva, es voluminoso y
ocupa toda la espiral final de la concha del caracol,
viniendo a desembocar entre el estdémago y el intestino,

a través del conducto excretor principal de la glén-
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dula. Presenta dos 1l6ébulos de diferentes tamafios: el
16bulo mayor se sitlla sobre el intestino, mientras que
el 16ébulo de menor tamafio queda més alejado del intes-
tino y eaparece incluido en las (ltimas espiras de la

concha.,.
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2. CLASIFICACION DEL MATERIAL

| Para poder establecer las modificaciones de la
estructura citohistolégica sufridas por el hepatopéncreas
de Helix aspersa, cuando se somete a los animales a di-
ferentes periodos de ayuno, los caracoles utilizados en
el presente estudio fueron divididos en tres grupos. Los
animales del primer grupo fueron aislados en los peque-
nos recipientes existentes en el criadero, ya menciona-
dos con anterioridad, y sometidos a un perfodo de inani-
cién de 10 dfas. Fl segundo grupo permanecié en estas
condiciones durante 30 dias. Por {iltimo, los caracoles
pertenecientes al tercer grupo estuvieron durante 100

dfas en estado de ayuno.

A. Caracoles con 10 dias de ayuno.-

- La situacién bésica establecida para el estudio
del hepatopéncreas fue la ofrecida por los animales so-
metidos a 10 dias de ayuno. Este perfodo de tiempo es
el necesarié para que el material alimenticio existente .
en los coﬁductos de la gléndula digestiva pueda ser di-
gerido, con lo que se favorece 1la consecucién posterior
de una 5uena preparacién histolégica del érgano en cues-

tién.

E1l nimero de caracoles sometidos a estas condi-

ciones de ayuno fue de cinco. Al cabo de los 10 dfas de
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inanicién, los animales fueron colocados en un crista-
lizador con una peQueﬁa cantidad de agua, proporcionén-
doles de esta forma un ambiente de humedad adecuado pa-
ra hacerles salir de su estado de latencia. El objetivo
de esta forma de proceder fue comprobar que, en efecto,
lds animales permanecian con vida, evitando as{ el que,
por causas imprevisibles, se pudiera utilizar el 6rgano
de un animal muerto, cuyas posibles modificaciones indu-
jeran a falsas observaciones. Una vez comprobado este
extremo, se procedid a extraer y preparar el hepatopén-
creas de los diversos caracoles, en la forma que se de-

tallard con posterioridad.

De las diversas gléndulas digestivas utiliza-
das se obtuvieron un total de 120 muestras clibicas de 1 mm
de lado, correspondiendo 40 piezas a cada una de las re-
giones en qﬁe se dividié el 6rgano (partes proximal, me—-

dia y distal).

B. Caracoles con 30 dfas de ayuno.-

Otros cinco caracoles fueron mantenidos en es-
tado de inanicién durante 30 diaé, procediéndose a con-
tinuacién igual que con los de 10 dfas. De estos anima-
les se obtuvieron también 120 muestras, repartidas entre

las tres zonas del hepatopéncreas.
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C. Caracoles con 100 dfas de ayuno.-

Por Gltimo, cinco nuevos animales fueron some-
tidos a un periodo de 100 dfas de ayuno, y tras compro-
bar que al cabo de este tiempo permanecf{an con vida, se
procedié a la extraccién de las respectivas gléndulas
digestivas y & los procesos de preparacién del tejidb,
obteniéndose finalmente, igual que en los dos grupos de
animales anteridres, 120 muestras, repartidas entre las

porciones proximal, media y distal del hepatopéncreas.
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3. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Para la extraccibén del hepatopéncreas de cada
caracol se procedibé a la rotura de la concha, evitando
producir cualquier tipo de lesibén en el Srgano objeto
de estudio. Para ello se utilizaron unas pinzas, con las
cuales se fue rompiendo duidadosamenté la concha, hasta
dejar al descubierto los diversos érganos del animal.

A continuacién se extrajo‘ei hepatopéncreas, separindo-
lo de los restantes 6érganos, e inmediatamente fue intro-
ducido en un recipiente con solucién fijadora. Se proce-
dié entonces a la preparacién de las muestras, para lo
cual la gléndula digestiva fue seccionada en tres partes,
las cuales, como se ha mencionado anteriormente, fueron
denominadas proximal, media y distal, seglin su grado de
aproximacién a la desembocadura del érgano en el intes-

tino.

Con posterioridad, cada una de las mencionadas
zonas fue cortada en porciones de una anchura aproximé-
da de 1 mm, que se enumeraron, para saber en todo momen-
to su situacidén dentro del hepatopéncreas. A su vez, ca-
.da una de estas porciones se seccioné en pequefias piezas
de forma cQbica, de 1 mm de lado. Una vez obtenidas es-

tas piezas 8 muestras, fueron sometidas a los distintos
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procesos de preparacién, imprescindibles para la ob-
servacién del material a microscopfia electrénica, tal

como se describe seguidamente.,

A. Fijacibn.-

" Se ha realizado una doble fijacién, siguiendo
el proceder de Sabatini y col. (1963). Para ello, se uti-
lizaron sucesivamente dos tipos de fijadores: glutaral-
dehido y tetrbéxido de osmio, ambos tampohados con caco-

dilato sbdico 0,2 M a pH 7,4.

El proceso seguido para la fijacibébn de cada pie-
za de tejido queda resumido en el esquema l. Las muestras
fueron sumergidas inicialmente en una solucibén de gluta-
raldehido 5 %, tamponado con cacodilato sédico 0,2 M. |
" Esta solucién se dejbé actuar durante 1 hora, a una tem-
peratura de 4°c. Al cabo de ese tiempo, las piezas fue-
ron transferidas a una nueva solucién de glutaraldehido
5 %, continuédndose la fijacién durante 2 horas més. Pos-
teriormenfe se lavaron con solucibén tampbdn de cacodila-
to sbdico 0,2 M, qué se renové cada 10 minutos, durante
1 hora, dejando las piezas durante toda una noche en el
G4ltimo cambio, con lo cual se elimina el exceso de glu-
taraldehido que pudiera quedar en ellas, evitando de es-
ta forma que los restos de fijador puedan reducir el os-

mio que se utiliza durante la post-fijacidn.
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FIJACION

LAVADO

POST-FIJACION

FIJACION Y POST-FIJACIGN

Hepatopdncreas

Extraccidn

Piezas cubicas
lado 1 mm.

Glutaraldehido 5%

Glutaraldehido 5%

Solucidn tampén
cacodilato sédico 0,2 M

Solucién tampdn
cacodilato s6dico 0,2 M

Tetréxido de osmio 1%

Tetré6xido de osmio 1%

Esquema 1

1 h. (4%c.)

2 h. (4%c.)

1 h., (removandc
cada 10 min.)

12-15 h,

1 he | (4000 )

1 h, (T2 amb,)



La solucidén tampbdn de cacodilato sbédico 0,2 M

tiene la siguiente composiciébn:

Cacodilato S6AicCO eceescccsccsses 4,28 gr.
Acido clorhidrico 1 N eceeescacs 0,09 ml,

Agua destilada ® ® @ " 00 000050 OO0 lO0,00 ml.

La solucién fijadora glutaraldehido-~cacodilato

se encuentra compuesta por:

Glutaraldehido 25 % eececceseceses 1 parte

S01ucién tampOn seeeesseseeessss 5 partes

La post-fijacidén se llev6é a efecto, durante 2
horas, en una soluciénde tetréxido de osmio 1 %, tampo-
nado con cacodilato sbédico 0,2 M. La primera hora de post-
fijacibén se realizbd en nevera, a una temperafura de 4%c.,
mientras que la segunda se 1llevé a cabo a temperatura

ambiente,

La solucibn fijadora osmio-cacodilato se pre=-
para 24 horas antes de ser ﬁtilizada, manteniéndose du-
rante todo este tiempo en nevera para su total disolu-
cibén, a una temperatura aproximada de 4°c, Esta solucién

fijadora se prepara mezclando los dos componentes, con
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arreglo a la siguiente composicién:

Tetréxido de osmio (0SO4) eeeeseesecess 1 gr.

Solucién tampbdn caccdilato 0,2 M eeee.e 50 cC.

B. Deshidratacién,-

Una vez concluida la post-fijacidn, se procedid
a la deshidratacién de las piezas, no efectuindose nin-
gin tipo de lavado previo. La deshidratacién del tejido
se inicié pasando las piezas sucesivamente por una.serie.
de pequenos pocillos con acetona diluida en agua a concen-
traciones crecientes, tal comé viene indicado en el es-

quema 2.

Es de sefialar que entre los pasos de acetona
70 % y acetona 90 %, las muestras se mantuvieron duran-
te toda una noche en una solucién saturada de acetato
de uranilo en acetona 70 %, con lo que, ae forma simul-
ténea a la deshidratacidn, se consigue una inicial tin-

cién de las piezas.

La deshidratacién se concluyd, una vez efectua-
do el paso por acetona 100 % con sulfato de cobre a sa-
turacibén, manteniendo las piezas en oxido de propileno
(Luft, 1961) durante 2 horas, repartidas en dos pasos

de 1 hora cada uno.
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DESHIDRATACION

Piezas fi jadas

Acetona 30%

Acetona 50%

Acetona 70%

Soclucién 2% de acetato
de uranilo en acetona 70%

Acetona 90%

Acetona 100%

Solucién saturada de 50,Cu
en acetona 100%

Oxido de propileno

Oxido de propileno

,Esquema -2

15

30

30

12

30

30

30

60

60

min.

min,

min,:

h.

min,

min,

min,

min,

min,



Ce Inclusibn.-

Tras la deshidratacién del tejido, se 1levé a

~cabo su inclusién en el medio Durcupén ACM, para el que

son apropiados todos los fijadores conocidos en micros-

copia electrénica. El proceder seguido queda reflejado

en el esquema 3. Antes de comenzar con la inclusidén pro-

piamente dicha, las piezas de tejido fueron sometidas

a una etapa intermedia entre la deshidratacidén e inclu=-

sién. Esta etapa intermedia consta de una serie de pasos

por mezclas de oxido de propileno y Durcupdn ACM-1l, en

proporciones crecientes de este dGltimo (3:1, 1:1, 1:3).

La inclusidén puede considerarse dividida en

cuatro fases, a saber:

1.
2e
S
4,

Impregnacién en la mezcla Durcupén ACM-1.
Impregnaciédn en la mezcla Durcupén ACM-2.
Inclusién en la mezcla Durcupén ACM-2,

Endurecimiento.

La mezcla Durcupén ACM-1l esté& constituida por.

los siguientes componentes:

Componente A/M (Resina epoxidica) ... 10 cc.

Componente B (Endurecedor OB4) eesves 10 cc.

Componente D (Phtalatc de butilo) ... 0,1-0,2 cc.
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INCLUSION

Piezas fijadas y deshidratadas

Oxido de propileno:
Durcupdn ACM-1 (3:1)

Oxido de propileno:
Durcupdn ACM-1 (1:1)

Oxido de propileno:
Durcupdn ACM-1 (1:3)

Durcupédn ACM-1

Durcupé&n ACM-1

Durcupén ACM-2

'Durcupén ACM=2
(en cdpsulas de gelatina)

Bloque endurecido

Esgquema 3

1 he -

1 he

1 h.

1-2 h. (50°c.

1-2 h, (50%,

1-2 he (50000

48 h, (70%c.,)



La mezcla Durcupén ACM-2 tiene la siguiente com-

posiciébn:

Componente A/M (Resina epoxidica) «e. 10 cc.
Componente B (Endurecedor 964) secese 10 cc.
Componente C (Acelerador 964) eeeeeees 0,3=0,4 cc.

Componente D (Phtalato de butilo) e.. 0,1-0,2 cce.

La mezclé ACM-1 puede prepararse 24 horas antes
de su empleo, pero la mezcla ACM-2 no se debe preparar
con una antelacibén mayor a 20 minutos, puesto que podria
polimerizar. En nuestro caso, tanto una como otra mezcla
Se prepararon inmediatamente antes de su utilizacién, |
teniendo la precauciébn de agitar fuertemente el matraz
cada vez que se incorporé un nuevo componente,'con-obje-
to de obtener una homogeneidad adecuada. Durante el bre-
visimo lapso de tiempo transcﬁrrido desde la preparacién
hasta su utilizaciébdn, las mezclas sé conservaron en es-

tufa a SOOC.

Después de pasadas las piezas por la mezcla de
Durcupén ACM-2, fuéron colocadas y orientadas en chpsu-
las de gelatina bien secas. A continuacién, estas cépsu-
las fueron rellenadas coh la misma mezcla ACM-2, y, una

vez cerradas, se dejaron en la estufa a 50—80°c., duran-
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te 48 horas, al menos, para su endurecimiento. Una vez
conseguido éste, se dejaron‘enfriar, obteniéndose asi
bloques ligeramente coloreados (amarillo oro), de una
dureza igual a la del metacrilato, que se dejan cortar

facilmente (Pease, 1964).

El componente C de la mezcla Durcupén ACM-2
(acelerador 964) provoca una disminucién de la fragili-
dad del bléque y una mejora de las propiedades de corte;
ahora bien, si la cantidad de acelerador es excesiva,
el bloque resulta mis oscuro de lo normal y los cortes
tienden a hacerse quebradizos. De ahi que las proporcio-
nes de los diversos componentes, sefialadas con anterio-
ridad, deban ser escrupulosamente controladas, como as{

se hizo.,

D. Corte de las piezas.-

En la obtencibn de cortes ultrafinos se utili-
z6 un ultramicrotomo IKB III, empieando cuchillas de vi-
drio de lé misma firma comercial, preparadas con una mé-
quina LKB. Para la realizacién de estos cortes, los blo-
ques de inclusidn fueron tallédos en un Pyramitomé LKB,
segin el modelo del tronco de piradmide, con objeto de
retirar el exceso de pléstico que cubre a la correspon-

diente pieza.
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El grosor aproximado de las secciones fué de
500 X. Una vez efectuados los cortes y fecogidos en. una
balsa de agua destilada, fueron estirados con vapores
de dicloroetano, consiguiendo con este proceder evitar

los posibles pliegues del corte.

A continuacibén, los cortes se recogieron por
contacto en la superficie de rejillas de malla G-300,
-en las Que previamenteAse habf{a depositado una lamina
de formvar, el cual tiene la propiedad de ser transpa-
rente a los electrones, evitando as{ la posible salida
de los cortes por los huecos de la rejilla, sin interfe—
rir con la observacién del tejido en el microscopié elec~

trénico.

Para conséguir depositar la lé&mina de formvar
sobre la superficie de las rejillas, se procedid del si-
guiente modo. Primeramente se introdujo un portaobjetos,

previamente lavado con jabbn, en la siguiente solucidbn:

FOrMVAYr seeseeossscccccsce 0,2 gr.

DiclOTOEtaNO0 seeeeeeesess 100,0 cc.

A contiﬁuacién se dejbé secar el porta en posi-

cibén vertical. Una vez seco, se introdujo poco a poco
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en el agua contenida en un cristalizador,  con objeto de
gue la lémina de formvar. existente en la superficie del
portaobjetos se desprendiese, quedando finalmente flotan-
do en el agua., Sobre ella se depositaron entonces las
rejillas, y sobre éstas un papel de filtro. Cuando éste
sé’encontraba.totalmente mojado, se retird, consiguien-
do asi arrastrar a las rejillas, y a continuacidén se de-
j6 secar. En estas condiciones, las rejillas ya pudieron
ser recogidas con unas pinzas, présentando sobre su su-

perficie una delpgada lédmina de formvar. -

E. Contraste de los cortes.-

FEl contraste del tejido comienza con la impreg-
nacién del mismo gracias a la accibén del tetrdxido de
osmio, utilizado durante la fijacién. Ademés, el.contras-
te de las muestras se refuerza durante la etapa de des-
hidratacibén, mediante la adicién de una solucién al 2 %
de acetato de urénilo en acetona 70 %, como yé se descri-

bié con anterioridad.

El céntraste del tejido se completa tifiendo 1los
cortes obtenidos con una solucibén de acetato de uranilo
5 % en agua destilada. Para llevar a cabo esta tincibn
se disponen unas gotas de la solucién de acetato de ura-

nilo sobre una superficie de cera contenida en una pla-
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ca de petri, y en cada gota se deja flotar una rejilla,
teniendo la precaucibdn de que los cortes queden hacia
abajo, de tal manera que contacten éon la respectiva gb-
ta de solucibén. Esta situacién se mantiene entre 30 y

50 minutos y a continuaciédn las rejillas son lavadas en
" agua destilada durante 2 minutos, agiténdolas vigorosa-
mente en ella. Después se depositan sobre un papel de

filtro y se dejan secar en estufa a BOOC.

Con el fin de aumentar el contraste de los cor-
tes ya tefiidos, se procedid a su impregnacidén con una
sal de un metal pesado, concretamente de plomo, siguién-
do el método descrito por Reynolds (1963). En é1 se uti-

liza la siguiente soluciédn:

Nitrato de PlOMO eeeescscssccscecee 1955 gre
Citrato Sédico ® ® 0 0600060000008 9 0000 1,’76 gr.
Hidrdxido 86dico 1IN eeeeecccecccess 8 CCo

Agua destilada exenta de gases ... hasta 50 cc.

Para la obtencidédn de agua destilada exenta de
gases se procedid del siguiente modo. En un pequefio ma-
traz se puso agua destilada, dejéndola hervir a fuego
lento durante 10-15 minutos, con objeto de que se des-
prendieran todos los gases. A continuacién se tapd el

matraz con algoddn estéril, proceder que permite la sa-

- 74 -



lida de gases pero no la entrada, y se enfridé rapidamen-

te al grifo.

Con el agua asi tratada se prepard entonces la
solucibén antes resefiada, lo gque se hizo de la forma si-
guiente. En primer lugar se afiadieron el nitrato de plo-
mo y el citrato sbdico a 30 cc. de égua exenta de gases.
El recipiente utilizado para ello se agitd durante 1 mi-
nuto, dejéndolo en reposo 5 minutos, repitiendo esta ope-
racién durante 30 minutos. A continuacibn se agregaron”
los 8 cc. de hidréxido sédico 1N y finalmente se afiadié

agua destilada hasta 50 cc.

Los cortes se sometieron a la accidn de esta
solucién, utilizando una manera de proceder igual a la
empleada con el acetato de uranilo 5 %, La solucidbn de
Reynolds se dejdé actuar durante 7 minutos a temperatura
ambiente, procurando protegerla de la accidén del 002 at-
mosférico, para evitar la formacién de carbonato de plo-
mo, que podria dificultar con posterioridad la observa-
cién y reconocimiento de las estructuras celulares. A
continuacidén las rejillas, con los cortes ya tefiidos,
se lavaron repetidas veces en hidréxido sbédico 0,02 N
'y en agua destilada. Finalmente se secaron en estufa a
50%¢. , encoﬁtréndose ya en disposicién de ser observadas

en el microscopio electrénico.
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F. Observacibén y fotografi{a.-

Las observaciones microscdpicas fueron realiza-
das en un microscopio electrénico Philips EM=300. Tales
observaciones se llevaron a cabo con unos aumentos que

oscilaron entre 3192x y 51300x.

Las microfotografias se realizaron en placas
Agfa~-Gevaert de 6,5 x 9 cm., las cuales se positivaron
utilizando aumentos en la ampliadora entre 2,5 y 3,5x.
Los aumentos totales, que son los que figuran en el pié
de las diversas microfotografias de este trabajo, corres-
ponden al producto de los aumentos obtenidos en el mi-

croscopio y los proporcionados por la ampliadora.
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4, ESTUDICS CUANTITATIVOS Y SISTEMAS DE MEDIDA

Ademds de las observaciones de carécter morfo-
l6gico y estructural, en el presénte trabajo se han rea-
lizado estudios de naturaleza cuantitativa sobre las di-
mensiones y superficies de gotas lipidicas y granos cél-
cicos, tanto en estado de 10 dias de ayuno como a los
30 dias de inanicién,'efectuando con posterioridad las
correspondienfes comparaciones entre las medidas obteni-

das en ambas situaciones,

En las células del hepatopancreas de caracoles
sometidos a 10 dfas de ayuno se efectuaronvmedidaS'en
un total de 342 gotas lipidicas y>117 granos calcicos,
ambos elegidos al azar, mieﬁtras que en los animales dé
30 dias de ayuno se midieron 278 gotas de lipidos y 75
esférulas célcicas, asimismo escogidos de manera azaro-
sa. Las medidas, llevadas a cabo sobre microfotografias
de microscopia electrénica, han consistido’en la determi-
nacién del didmetro mayor y de la superficie de seccidn
de los dos elementos citoplasméticos mencionados., Para
1a-rea1izacién de tales medidas se ha utilizado un apa-

rato MOP/AMO3.

Los diversos valores obtenidos, tanto de diéme-

tro como de superficie, han sido tratados con arreglo a
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los métodos estadisticos aptos para las experiencias bio-
légicas, determinéndose los respectivos valores medios

y los porcentajes correspondientes a las frecuencias
encontradas en los diferentes intervalos comprendidos
entre unos limites inferior y superior. Asimismo, se
‘efectuaron tests de comparacién de medias, en los que

se emplebé la férmula

ml - m2
oo dm o ma]
Sq
. 2 2
siendo S, = S + 5
d \/r my Mo
Sy
Sm =
1 ny - 1
S
S -

m T S —

en donde ml'y mo representan los vélores medios compara-
dos, Sl y 82 las correspondientes desviaciones ti{picas,
y ny y np los nlimeros de medidas efectuadas. Se adopté
un coeficiente de seguridad del 95 %, por 1lo que los va-
lores de t superiores a 1,96 indican la existencia de

diferencias significativas entre los valores comparados.

- 78 -



IV. OBSERVACIONES Y RESULTADOS



1., CARACTER GENERAL DE LA GLANDULA

A. Situacién macroscdpica y disposicién tisular de los

elementos componentes.-

E1 hepatopéncreas de Helix aspersa se presenta
como un 6rgano helicoidal (Esquema 1), compacto, granulo-
so y de coloracién amarronada, que ofrece hacia su parte
interior (cara interna de la hélice) un gran conducto 6
cavidad continua, al que vienen a desembocar cavidades
de menor famaﬁo, aunque todavia considerables. Ambos ti-
pos de cavidades aparecen tapizadas por un revestimiento
epitelial, tipo epitelio intestinal, entre cuyas células
se pueden distinguir, aunque en muy escaso ntGmero, algu-
nos elementos celulares de los tipos pertenecientes a los

del propio parénquima glandular.

‘Como se recoge en el esquema 2, los sacos meno-
res se dicotomizan, continuéndose con los conductillos
de los adenémeros. Los adenémeros forman pequefias bolsas
constituidas por las células, que se dispbnen entre un
conectivo Basal y las estrechés luces de los citados ade-~
némeros. Todo el cuerpo de la gléndula esta relleno de
estas fdrmaciones, que le dan su aspecto granuioso. En-
tre las rosetas adenoméricas se disponen lagunas-linfétif
cas, rodeadas por los elementos del conectlvo basal. La
glandula esta superflclalmente envuelta en una serosa,

sobre la que hacen prominencia pequefios abultamientos



pertenecientes a séculos linfaticos situados en superfi-
cie (Esquema 3). En la parte interior de la hélice, jun-
to al conducto general, se pueden apreciar sacos linfé-

ticos superficiales de mayor tamafio.

Como se recoge en el esquema 4, los adenémeros
conectan con los conductos de segundo o tercer orden, y
entre ellos se distribuye el conectivo, dentro del cual
quedan(dispuestos los sacos & lagunas linféaticas. Las lu-
ces que dejan las células glandulares son muy estrechas
(Esquema 5), y los diferentes tipos celulares se distri-
buyen imbricéndose entre si, desde su luz apical hasta
la base conectiva, aunque posiblemente no todos los: ele-
mentos la alcanzan (el gran tamafio de las células y su
profusa imbricacién dificulta el pqderlas seguir comple~-

tamente, aun a microscopia éptica).

TLa superficie apical de las células (Esquema 6)
estd total o parcialmente tapizada de microvellosidades,
que se proyectan sobre la luz de los conductillos. Entre
células de adendmeros vecinos, e incluso entre las de uno
mismo, pueden intercalarse muy finas prolongaciones conec-

tivas basales.

El estudio de las caracteristicas celulares, tal

y como se desprende de las observaciones realizadas con



la microscopia éptica, ya ha sido profusamente descrito
desde pqincipios de siglo, por lo que en el presente tra-
bajo no nos ocuparemos de este aspecto. Nuestro interés
se centraré, como ya se dijo con anterioridad, en la ob-
servacién de 1los elementos del adenémero y de los consti-
tuyentes del conectivo basal, a partir de observaciones

sobre material procesado para microscopia electrénica.

Los esquemas demostrativos de 1abdisposi¢ién tri-
dimensional de las estructuras, asi como del conjunto de
‘séculos y conductos que forman la gldndula, han sido fru-
to de observaciones réalizadas sobre secciones de super-
ficie y gruesos éortes, que fueron examinados a pequeﬁo
y mediano aumento con lupas y objetivos entre 6x y 10x y
con 11um1nac16n refleja. Los detalles mayores fueron com-
pletados mediante observaciones realizadas con "scanning",

tal y como presentamos acompafiando a los diversos esquemas.

B. Estudio con microscopia electrénica.-

E1 adenémero se presenta como la unidad bésica
o fundamental delvhepatopéncreas de Helix aspersa, en la
que se han de llevar a cabo los fenémenoé morfofunciona=-
les que van a colaborar eh las funciones digestivas del
animal. Esta unidad fundamental se presenta constituida
por diversos tipos o formas celulares (Fig. 1), entréla-

zadas de manera muy irregular. La situacién general es



la de que las células, dispuestas entre una base conecti-
va y la luz central del adenfémero, aparecen con diversi-
dad de formas, debido a los dlferentes momentos funcio-
nales en los que se las puede sorprender, como consecuen—

cia de su variada o compleja actividad.

Da la impresién de que todas las céluias parten,
s8i no de una misma base, por lo menos cerca de ella, ¥y
contienen sus nicleos cerca de esta base, desde.lalque
se extienden hasta lé luz tubular, donde 11egan a formar
parte de la superficie apical. La forma como se€ entrela-
zan es tal (Fig. 2), que estrechas partes citoplasméticés
de una céluia pueden formar una espgcie de léminas o de-
dos de guante que se adentran o quedan envueltas en el
citoplasmé de la vecina, con‘lo.que éuando se las obser-
va én secciones histolégicas, sobre todo & microséopia
electrénica, se aprecian imégenes compuestas (Fige 3),
en las que bandas citoplasméAticas estrechas aparecen cb-
mo comprimidas entre porciones vecinas més amplias. Este
tipo de relaciones intercelulares determina una compleja
gituacién de interdigitaciones de membranas plasméticas,

tal y como se muestra en ia figura 4.

La superficie exterior del.adenémero; que pode-
mos considerar como la situacién basal de las célulaé.

gparece limitada por una delicada trama conectiva (Fig. 5),



en la que, como veremos mAs adelante, se pueden distinguir
diferentes tipos de células y espacios é lagunas con un

L]

contenido fluido, tipo plasma circulatorio.

En la porcibén apical, la que da a la luz del ade-
némero, cada célula, segin la porcién de la misma que ha-
yamos cortado, muestra diferente aﬁplitud (Fige. 6). La
membrana plasmiAtica aparece dispuesta en este lugar cons-
tituyendo microvellosidadeé, cuyo numero y disposicién
varia, segln el tipo éelular que observemos o el momento
funcional en que se encuentre la célula en cuestibén. En
estos niveles, por debajo de las microvellosidades, el
citoplasma aparece también con diferente fluidez y cons-

titucién, segln el tipo celular de que se trate.

En las porciones apicales, la relacién interce-
lular es més estrecha y aparece reforzada por los conoci-
dos complejos de unibén, caracteristicos del cierre, en es-

tos niveles, de los epitelios glandulares (Fig. 7).

En una primera observacién se puede observar, tané
to con microscopia 6ptica como electféniéa, que cada ade-
némero est& formado por diferentes imégenes de tipos ce-
lulares, en las que se aprecia variedad de nucleos, de
disposicién del reticulo endoplasmétiéo, de ndmero y for-
mas mitocondriales, de granos densos, y asimismo diversi-

dad en el aspecto y fluidez citoplasmética, que varia des-



de formas condensadas con riqueza de orgénulos hasta for-
mas muy fluidas, con aspecto de haber sido objeto de una

profunda lisis (Fig. 8).

Todas las antedichas variedades y disposiciones
hacen que hayamos podido detectar en la éléndula distin-
tos tipos de células, que catalogaﬁos inicialmente como:

(a) células propiamente glandulares, y

(b) células extraglandulares o superficiales,

Dentro de los dos grupos anteriormente expuestos,
y atendiendo a la diferente morfologia observada, se pue-
den distinguir nuevas variedades de elementos celulafes,
que en cada grupo-vienen a ser las siguientes:
(a) Células glandulares: (1) Digestivas.
- (2) Excretoras.
(3) Célcicas.
(4) Oxifilas.
(b) Células extraglandulares: (1) Conectivas.
(2) Musculares.

(3) Secretoras.



2. CELULAS PROPIAMENTE GLANDULARES

A. Células digestivas.-

Esta forma 6 tipo celular se caracteriza por su
morfoldgia y la disposicidén propia de sus orgénﬁlos. La
forma general exterior de las qélulas no cuenta con una
disposicién definida, ya que, igual que le ocurre a los
demés tipos constitutivos del adenémero, la imbricacién
de unas células en otras determina que sus contornos sean
" irregulares. Por 1o‘tanto, la peculiaridad del tipo celu-
lar digestivo radica en la cualidad de sus zonas apicales,

medias o basales.

Las células digestivas contactan con el coﬁecti-
vo de la base, o superficie del adenémero, produciéndose
ligeras interdigitaciones entre la membrana plasmética
del tipo celular digesfivo ¥y la propia de los elementos
conectivos,. Cerca de estas regiones basales se puede apre-
ciar (Fig. 8), en preparaciones apropiadas de microscopia
electrénica, la localizacién de los nficleos de estas cé-
lulas, generalmente irregulares y densos. En sus inmedia-
ciones se distribuye un citoplasma que, como muestra ia
figura 8, se caracteriza por la presencia de gotés lipi-
dicas y un reticulo endoplasmético preferentemente liso.
El aparato de Golgi (Fig. 9), a veces mGltiple, ofregevUn
tamafio y disposicibén que recuerda al de los dictiosomas

de las células vegetales.,



Hacia su porcién central, las células digestivas
(Fig. 9) ofrecen una membrana plasmética que se imbrica
con la ée células vecinas. El citoplasma, distribufdo por
el interior de esa membrana, céntiené mitocondrias de as-
pecto denso, grénulos diversos implicados en los procesos
digestivos de 1lisis, con formacidén de restos vesiculares
(vacuolas residuales) (Fig. 10), ylreticulo endoplasméti-
co liso, que puede ser de forma vesicular. Si la vacuoli-
zapién citoplasmética adquiefe consideracibén, el citoplas-
ma activo queda situado’como una banda dispuésta directa~

mente por debajo de la membrana plasmética, conteniendo

fundamentalmente reticulo endoplasmético y ribosomas.

- La zona apical, donde la célula_mira a la luz
del conduéto, ofrece microvellosidades, por debajo de las
cuales el citoplasma se muestra rico en mitocondrias, re-
ticulo endoplasmético liso de pequenas diménsibnes j've—‘
siculas de diverso tamafio, con un contenido entre electro-

denso y ligeramente griséiceo (Fig. 11).

Estas condiciones descritas en las células cata-
.1ogadas.como digestivas, si bien nos ayudaﬁ a diferenciar-
las, se hallan contenidas parcialmente en 1qs otros tipos
celulares, pero 5610 en parte y tan solo algunas de las
diferencias son las que permiten distinguir claramente

unos tipos de otros, aunque sus posibles semejanzas deter-



minan que, en alguna medida, los diferentes tipos se mues-
tren como formas de transicién de uno comin, o bien como
situaciones de morfologf{a cambiante debido a distintos
estados 6 mbmentos funcionales. Por esto, las diferencias
y analogias en las imégenes nos llevan a sospechar que unr
mismo tipo se pueda presentar de una u otra forma, segin
el momento o actividad en que es sorprendido. Con todo,
‘nuestro actual interés y dedicacién esté centrado sobre

las peguliaridades de cada una de estas formas, sin entrar,
~de momento, a determinar si proceden de un tronco comiin

o son momentos distintamente detectados en un mismo tipo.

B. Células excretoras.-

Su aspecto fundamental (Fig. 12) se caracteriza
por. presentar un citoplasma sbundantemente conétituido
por bolsas & granos de tamafio y caradcter diferente, con
tendencia & coalescer;_por,lo que llegan a obtener tama-
fios considerables que, al romperse, pueden proporcionar
la imagen de un citoplasma fluido, compuesto por sustan-
cias enziméticas y resfos de digestién (Fig. 12). La su;
perficie apical muéstra disminucién; y hasta puede que
casi ausencia, de microvellosidades, en comparacién con
las imégenes ofrecidas por el tipo digestivo. El citoplas=-~
ma contenido en estos niveles (Fig. 13) es también més
fluido y contiéne bolsas de considerable tamafio. Las par-

tes de la célula que no estén ocupadas por los granos,



bolsas 6 vacuolas contienen algunos de los elementos ob-
servados en las células digestivas, como gotas lipidicas,

ret{culo endoplasmético superficial, etc.

En conjunto, lo tipico de la célula excretora
es su gran contenido en cuerpos densos y el aspecto de
soportar unaiintensa lisis. El nombre le viene dado fun-
damentalmente porque se presentan como elementos dispues-.
tos a realizar una excrecidén apo u holocrina. Como ya se
ha dicho, la célula digestiva puede, aunque parcialmente,
ofrecer alguno de los caracteres enziméticos y de bolsas
l{ticas propios de las excretoras, pero su cuantia e in-

tensidad es mucho menor.

La cantidad de célulaé-digestivas o excretoras
depende del momento o situacién en que observemos el he-
patopéncreas y de la zona que se esté estudiando, pues
conforme una regién es mas antigua, més posibilidades ofre-
ce de haber sufrido los procesos necesarios para dar lu-
gar a ia formacién de cuerpos densos y de los tipos 6 es-

tados 1liticos.

TLa célula excretora o secretora, al igual que
la digestiva, puede ofrecer un aspecto de incipiente cal-
cificacién en alguno de sus cuerpos densos. Tal situacién
se nos presenta como un posible estado previo al de cons-

titucién definitiva de células de tipo célcico.



C. Células cllcicas.-

La célula célcica se cataloga como tal por con-
tener, de modo fundamental, patentes grénulos con un con-
tenido célcico (Fig. 14). El1 grano célcico, del cual'haf
blaremos después detenidamente, puede preséntarsé de mo-~
do compacto o mostrar solamente una estrecha zona super-
ficial por causa de haber pérdido la totalidad de su con-
tenido interior, al saltar, como consecuencia dersu dure-~

za, durante el proceso de corte en el ultramicrotomo.

- Los granos célcicos se localizan hacia las zonas
basales de las células, donde aparecen entremezclados con
gotas lipidicas (Fig. 14) y rodeados de un citoplasma que
ofrece algunas particularidades, como la de poseer un re-
ticulo éndoblasmético rugoso,.generalmente constituidé

por pequefias vesiculas ribeteadas por nitidos ribosomas;

asimismo, se pueden apreciar ribosomas sueltos. Es frecuen-

te detectar en el citoplasma mitocondrias que guardan una

estrecha relacién con el reticulo endoplasmético rugoso.

Hacia la base de la célula célcica se puede de-
tectar la presencia del ntcleo (Fig. 15), parecido al de

las digestivas.

La separacién o contacto entre las células cél- N

cicas y sus vecinas se lleva a cabo por interdigitaciones



y ondulaciones de la membrana plasmatica. La célula cél-
ciea, igual que las deméds constituyentes del adenémero,
ofrece una disposicién general irregular, en la que zonas
estrechas se alternan con otras dilatadas, dando la impre-
8ién de que la célula se extiende como mejdr puede, debi-
do a la presién de las vecinas, lo que viene a determinar
ese caracter de entremezclamiento apreciable entre los

distintos tipos celulares.

La célula cllcica ofrece una extensién en direc-
cién al Apice més limitada que los otros tipos anterior-
mente descritos. Es muy dificil seguir una distribucién
de célula céllcica que aldance la luz del adenémero, por
io que se puede asegurar que muy probablemente las célu-
las cdlcicas son elementos basaies, que quedan por debajo

de las digestivas y de las excretoras.
Las dos caracteri{sticas fundamentales de las cé-
lulas cdlcicas son los granos cllcicos y la densidad del

citoplasma, con sbundante reticulo endoplasmético Tugoso.

D. Células oxifilas.-

Entendemos por tales, aquellas imAgenes celula-
res en las que el citoplasma aparece considérablemente
éargado de mitocondrias (Fig. 16), tanto que en ocasiones

ocupa casi todo el espacio interior celular.  El conglome-~



rado mitocondrial puede detectarse fundamentalmente hacia
las partes apical y media, y en menor proporcién en la
base. Hacia el &pice, por debajo de las microvellosida-
des, se presenta como una écumulacién de estos Srganulos
(Fig. 6). Algunas mitocondrias presentan signos de modi-
ficacién (Fig. 17), y en el citoplasma que las circunda
se pueden ver pequefias vesiculas redondas o ligeramente
~alargadas, dispuestas entre algin que otro cuerpo denso.
Semejante imagen se puede detectar con alguna frecuencia
al observar el caricter de los elementos celulares que,
a este nivel, componen la corona que bordea la luz del

adenbémero.

Cuando las mitocondrias aparecen adumuladas en
regiones medias de ia célula (Fig. 16), muestran disposi-.
ciones andlogas a las anteriormente descritas, solo que
dispuestas en zonas méds alejadas de la superficie apical.
Ya hemos dicho anteriormente que en la base es més difi-.

cil detectar tales acumulaciones.

Algunas imégenes celulares se presentan con ca-
racteristicas cualitativas semejantes a las que estamos.
exponiendo, pero con diferencias cuantitativas. Queremos
decir con esto que, al observar algunas células, tanto |
sus mitocondriaes como las pequeﬁas.vesiculas repartidas

por el citoplasma recuerdan a las observadas en estas



otras células que catalogamos como oxifilas, pero la can-
tidad de'mitocondriasvy vesiculas difiere, Yy lo hace en
el sentido de que el nimero de mitocondrias es bastante
menor, mientras que, por el contrario, eivde vesiculés es
més considerable. Tal situaciéh la podemos SOrprender,
tanto en el &pice celular como en el centro y base de la

misma (Fige. 18).

Tanto las células oxifilas como estas otras de
citoplasma "fluido" (no lisado) recuerdan en sus imége-
nes a las células digestivas, con diferencias que hacen
pensar en un posible estado de modificacién de las men-
cionadas células. Sobre esta posibilidad hablaremos en
el comentario de esta tesis. Estos dos ﬁltimds tipos re-

cuerdan, por su aspecﬁo de transicién, a las células de

los epitelios de revestimiento intestinal. e

E., Distribucidén tridimensional.-

En las figuras anteriores queda recogido, de mo-
do aislado, el aspecto de cada uno de los elementos con-
tenidos o constituyentes del adenémero. Las células de
cada tipo, o los diferentes estados de un posible tipo
inicial, son representadas en una disposicién tridimensio-
nal, que se consigue realizando una reconstfuccién a per-
tir de las distintas imégenes ofrecidas por.ei material

procesado a microscopia electrénica. Cuando se realizan



las observaciones con el microscopio>e1ectr6nico, le ima-
gen bidimensional de la pantalla es como la recogida en
la figufa,l9, en la que se puede ver que vistas parciales
de diversas células se entremezclan, constituyendo un cuaé-
dro general en el que s6lo algunas partes se lodalizan en
superficie apical, mientras que otras figuras parciales

se distribuyen por la regién central,y por la base. A par-
tir de esta imagen, la forma de reconocer las distinfas
porciones so0lo puede llevarse a cabo buscando esos deta-

lles especiales que anteriormente han sido descritos.

Es necesario aclarar que, tanto la disposicién
bidimensional como la tridimensional son referidas a la
imagen que proporciona la estructura bésica o unidad fun-
damental del adenémero, como pieza que repetidamente po-
demos encontrar en la constitucién total del érgano. En
este sentido podemos confirmar que los estudios han sido
realizados en tres zonas del 6rgano: una cercana al tubo
digestivo, otra en una zona media del érgano, y por Glti-
mo, también en su porcién distal. En las tres zonas, los
resulfados sobre la composicidén de la estructura bésica |

ofrecen una disposicién comin.



3. CARACTERES DE LA SUPERFICIE OELULAR

En la superficie celular consideramos una zona
apical, que es el lugar en el que las células miran a la
luz de los conductos, unas zonas laterales, que son las
superficies de contacto entre las células vecinas, y una
zona basal, donde las células contactan con el conectivo
envolvente. Hay células que, por su disposicidén central
en la pared o espesor de 1a'1éminé, podrian estar rodea-
das de otros tipos, sin llegar a contactar con el conec-

tivo.

A, Superficie apical.-

Las células ofrecen una superficie apical, con-
sistente en una membrana plasmética con diverso grado de
ondulacién, que oscila desde una simple curvatura hasta

la formacién de auténticas microvéllosidades (Fig. 20).

Se aprecian imégenes»(Fig. 21) en las que la mem-
brana plaémética superficial es casi recta o con muy po-
ca ondulécién. Esta situacién se detecta preferentemente
en lugares donde el citoplasma aparece muy cargado de mi-
tocondrias; es decir, se trataria de citoplasmas pertene-
cientes a células o porciones de células en situacién oxi-
" fila (en ocasiones puede apréciarse alguna microvellosi-
dad). Como puede verse en la figura 20, por fuera del 1i-

mite citoplasmético se localizan secciones transversales



de microvellosidades (imegen de pequefios circulos), que

han de pertenecer;bien a microvellosidades contenidas en
una porcién adyécente de la misma célula o bien a la sec-
c¢ién de largas micrOVellqsidades pertenecientes a células

vecinas.

En otras ocasiones (Fig. 22)1 la membrana plas-
mAtica aparece igualmente pobre en microvellosidades, pe-
Tro se observa ondulada o abombada. Tal situacién se co-
rresponde con la de supérficies pertenecientes a ¢élulas
de las catalogadas como excretoras, con mediana densidad
citoplasmética. En ocasiones (Fig. 23), se puede apreciar

una expulsién de los productos celulares al exterior.

Hay imégenes (Fig. 24) en las que las microvelio-
sidades alcanzan tamanos medios que alternan con otros -
pequefios. Esta es una de las figuras que indican cémo, en
una misma célula, no toda su superficie puede estar igual-
mente ondulada o dotada de vellosidades. La presente si-
tuacién se da, preferentemente,‘en células que ofrecen
por debajo de esa superficie un citoplasma flﬁido‘(como
'8e puede ver en la figura 25), en el que se distinguen
finas y alargadas cisternas o sacos membranosos, que se
distribuyen entre algunas mitocondrias transformadas, o
coh tendencia a la transformacién, y algin saco de cier-

to volumen, con contenido interior denso. El tipo celular



se corresponderia con el que hemos descrito con anterio-
ridad como de transformacibén a citoplasma fluido y membra-

noso.

Cuando las microvellosidades alcanzan su mayor
dimensién (Fig. 26), aparecen como finas digitaciones més
bien rectas{ que muestran un contenido de mi crottibulos en
su interior, y en ocasiones se puede detectar, preferen- .
temente hacia sus extremos, un material electrodenso. Es-
te tipo de ondulacién es frecuentemente acompafiado por
intensas figuras de micropinocitosis (Fig. 27). Las bol-
sas micropinocitéticas llegan a introducirse en el cito-
plasma de modo considerable, se funden en ocasiones con
otras vecinas, y dan imégenes irregulares de mamelones
que se invaginan cargados de sustancias, que acabarén'por
desprenderse hacia el interior celular (Fig. 28). Una vez
aqui,'los productos ingeridos aparecen como pequefias bol-
sas de conteﬁido medienamente denso o como pequefios ani-
llos con un centro claro, o también como estructuras de
mayor faméﬁo, resultado de la fusién de las anteriores.
Estas, que ya se piéséntan como auténticas vacuolas, al-
canzan temafios considerables y se concentfan hacia regio=-
nes més profﬁndas de la célula. Es curiosa la imagen que
"ofrecen algunas de las pequeiias bolsés pinocitéticas, asi
como los extremos distales de las invaginaciones de la

membrana, que muestran (Fig. 28) una superficie de peQue— -



nos granitos o densas excrecencias que se distribuyen de
manera uniforme. |

La situacién de vellosidades de considerable'taf
mafio Junto a imédgenes de abundante pinocitoéis parece ob-
servarse con preferencia en células que ofrecen un cito-
plasma compacto y rico en cﬁerpos densos, sobre todo en
regiones medias e interiores de la célula, siendo por es-
to por lo que a dichas células habria que catalogarlas»

como inicialmente digestivas y de futura excrecidn.,

Todavia se puede distinguir 6tra forma de super-
ficie celular, en la que la membrana plasmética (Fig. 29)
aparece abombada y con ligeras ondulaciones, detecténdoée'
exteriormente numerosas imégenes'dé vellosidades cortgdas
transversalmente (pertenecientes, por lo tanto, a zonas
de arranque de otros lugares), todo ello situado sobre
una reducida porcién de citoplasma, en la que se distin-
guen mitocondrias y reticulo, ambos transformados. Por
debajo de este citoplasma denso se encuentran grandes bol-
sés, que casi ocupan todo el resto de la célula, en hﬁme-
fo de una o dos solamente, con un contenido central muy
denso y de tamafio reducido en relacién cdn el de la bol-
sa; el resto del contenido citoplasmético es muy fluido.
Este tipo celular también parece destinado a la excre-

cién y representa, por su imagen, una estructura en estado



final, con marcada degeneracién, no pudiendo, por el mo-
mento, asegurar su origen, aunque, por su citoplasma, ha-
ce sospechar una proveniencia digestiva. Es un tipo que

se observa cercano a los epitelios tipo ihtestinal.

Por encima o fuera de toda la superficie se lo-
caliza frecuentémente una masa homogénea y amorfa de ma-
terial digestivo que rellena la luz'de los conductos
(Fig. 30). Entre este material, a veces, pueden'detectér- |
se (Figs. 23 y 30) restos citoplasméticos, de los que de-
bieron expulsarse junto con el material excretado por las
células correspondientes, También, en algunas imégenes
(Fig. 31), pueden detectarse cilios cortados transversal-
‘mente o saliendo de la superficie celular (Fig. 32). En
este caso muestran la tipica constituci6n_ciliar, que CO~-
necta claramente con la placa basal (Fig. 31) y que, en
imégenes apropiasdas, se les puede ver continuéndose por
sus raices ciliares, ya en el interior de un citoplasma
(Fig. 32) que, por su disposicién, recuerda al de las
células digestivas. Estas células ciliadas (Figs. 33 ¥y
34) alternan sus cilios con microvellosidades y serian

tipos de transicién a las de tipo intestinal,

La superficie celular muestra en estos niveles
apicales, allf{ donde contacta con una vecina, condensa-

ciones de 1la membrana del tipo de banda de cierre (Fig.



35). Estas condensaciones son demostrables entre todas
las células adyacentes, a estos niveles, como expresidn
‘de uniones de cohesién y de dificultad para la difusién

de productos por estos lugares intercelulares.

B. Contactos intercelulares.-

Es‘inﬁeresante observar cuél es la disposicién
ofrecida por las membranas plasméticas de las caras late-
rales de las células'hepatopancreéticas. Se pueden cata-
logar hasta cinco formas generales de disposicién de ta-
les membranas en los contactos entre células vecinas

(Fige 36).

Un primer tipo (Fig. 36, 1) es aquel en el que
las membranas aparecen'estrechamente adosadas. Esta for-
ma de relacién intercelular puede presentarse en cortos
trechos;.entre cualesquiera tipos‘celulares, pero donde
fundamentalmente aparecen es en la relacién que mantiene
con células vecinas ese tipo catalogado‘cémo céluia de
citoplasma‘denso, considerable cantided de mitocondfias
y grandes bolsas interiores (Fié. 37). También se da este
tipo'de relacidén entre las células que catalogamos como
dé ncitoplasma fluido" y sus vecinas (células que ya se
insinuaron como posibles tranformaciones de las que con-
fienen numerosas mitocondrias). El he;ho de que sean pre=-

ferentemente estas células las que ofrecen ese tipo de



disposicién de su membrana plasmética a nivel de sus ca-
ras laterales es un dato méds para su diferenciacién de
los otros tipos celulares, y su adscripcién a tipos ané-

logos a los del epitelio intestinél,

El tipo 2 de contactos, que esti bastante exten-
dido pof toda la gléndula, se halla formado por membranas
que, separéndose entre si, dejan espacios intercelulares
de mediano tamafio, que se continlian hasta en las bifurca-
ciones de lugares donde puedan confluir tres células (Fig.
38), La disposicibdn es tan profusa que, en ocasiones, da
la impresién de que, mediante formaciones de este tipo,
podrian quedar separadas regiones citoplasméticas del res-
to de la célula. Ello es debido a qﬁe’en el lugar de se-
paracibn entre cé1u1as vecinas (Fig. 39), se disponen Jjun-
to a la membrana, y de modo paralelo, largas cisternas
de reticulo endoplasméfico que sufren diletaciones y fu-
siones entre s{i que, como decimos, dan la impresién de
que van a dejar aisladas partes de ese citoplasma. Las
células qué ofrecen este tipo de relacién son, principal-
mente, las digestivas y excretoras. En menor grado, tam-.
bién pueden presentar alguna de estas formas las membra-
nas laterales de las células célcicas. Podemos aqui repe-
tir lo mismo que se dijo anteriormente para otros detalles
morfﬁlégicos:ila constancia del tipo de asociacién hace
pensar en derivaciones de un tronco comin y en que este

es un detalle tipico de tales formas celulares.



Un tercer tipo de disposicién es aquella en que
las membranas de las células vecinas dejan entre sf volu-
minosos éspacios, que son dilataciones de lugares donde
las membranas se muestréﬁ bastante préximas y como refor-
zadas, dando ia imagen de zénulas en las que ha existido
una resistencia a la separaciédn o continuidad de los es-
pacios dilatados. Esta disposicién se entabla entre cé-
lulas que, por su éitoplasma oscuro y el carécter de sus
mitocondrias, recuerdan a las cqnexiones'del tipo 1, pero -
en este caso el contacto es entre dos tipos celulares di-
ferentes (células densas, tal vez epiteliales, con célu-

las excretoras) (Fig. 40).

El tipo 4 de asociaéién se detecta preferentemen-~
te entre células excretoraS'y digestivas, entre las diges-
tivas o entre excretoras. Principalmente se da en aquellos
lugares en los que confluyen tres células (Fig. 41). Co-
mo se puede apreciar, el tipo consiste en la dilatacién o)
vformacién de espacios entre las membranas vecinas, pero a
estos nivelés, Yy dado que la dimensién lo permite, se de-
tectan miltiples y pequefias vellosidades, forméndose en
conjunto una imagen que recuerda a la propia de los cana-
liculos biliares del higado de los mamiferos. No se tfa-
ta de bolsitas independientes, puesto que, eﬁ imégenes
apropiadas, se puede seguir la continuidad entre el éito-

plasma de las células y las vellosidades (Fig. 42).



En el tipo 5 recogemos una variedad del tipo 2,
pero con espacios dilatados en los que se pueden detectar
pequefias boisitas o dilataciones de la membrana (Fig. 45),
con lo que este tipo viene a ser un estadi{o intermedio eh—.
tre las formas 2 y 4. Aparece en los mismos tipos de cé-

lulas que las que corresponden a esos dos tipos.

. En conjunto, lo que nos ofrecen las relaciones
intercelulares laterales son imégenes de unién y disocia-
cibén, con vellosidades y espacios a los que podria emitir-
se algln producto celular. La profusién de estas membra-
nas explicarfa, en cualquier caso, la posibilidad de fraccio-

namientos celulares.

C. Elementos de la base.-

Como se muestra en el dibujo de la figura 44,

en la porcién basal de los elementos secretores, aparece
»dispuesta una delicada cubierta conectiva, la cuasl se ex-
tiende més allé medianfe una red de amplias mallas, cons-
tituida pof células de diverso tipo (que representan los
nudos de la red) y por tractos de conexién, que no son
otra cosa mas que finas prolongaciones citoplasméticas

de esas células, que entran en contacto con otras vecinas.
Entre las prolongaciones quedan .amplios espacios ocupados

por una sustancia fluida o plasma.



_En la base de las células secretoras, célcicas
o digestivas, la delicada cubierta conectiva esté consti-
tuida (Fig. 45) por fibroblastos o fibrocitos (segin el
grado de madurez en el momento de la obséfvacién) y por
fibrillas precolégenas o colégenas dispuestas dentro o
fuera de las células, segin el moment§ de actividad del
fibrocito corréspondiente. Si el fibrocito que observa-
mos ha actuado intensamente, su citoplasma queda reduci-
do a muy finas prolongaciones, entre las que, de_modo-ex-'

tracelular, aparecen dispuestas las fibrillas colégenas.

Los niicleos de los fivbrocitos (Fig. 46) son os-
curos y ligeramente irregulares, en tanto que el citoplas-
ma es mas bien denso, sobre todo si ya se éxpuls6 el ma- |
terial precolégeno,'e'igualmente oscuro pesulta ser el
contenido de las prolongaciones (Fig. 47). Las fibrillas
colégenas ofrecen un grosor regular de 400 X, Y pueden
apérecer empaquetadas y ﬁostrando su tipica y estrecha

estridcién’(Fig; 48),

Entre los fibrocitos se pueden‘detectar otros
dos tipos de elementos celulares. Uno corresponde al de
células musculares y el otro a células con presencia de
pequefios granos, de contenido muy electrodenso, Las cé-
lulas musculares (Fig. 49) representan un tipo celular

distribuido por la base de las células hepatopancrefti-



cas y esparcido entre las bridas citoplasméticas de los
fibrocitos y entre las fibrillas colégenas. En secciones
longitudinales y oblicuas (Fige. 50) se pueden sorprender
los niicleos de taléé células y el citdplasma, que contie-
ne paquefes de miofibrillas. Los nficleos presentan un con-
torno irregular y su cromatina se densifica en superficie,
ofreciendo una banda heterocromética continua a este ni-
vel. El restovdel contenido cromético es més bien fluido

o eucromatinico. Los paquetes de miofibrillas se hacen
especialmente patentes en las secciones trahsversales de
las células (Fig. 51), sobre todo en cortes que gquedan
fuera de las inmediaciones del ntcleo. Aqui se puede ver
que el citoplasma estéd completamente ocupado por miofila-
mentos, y s6lo una eétrécha banda de plasma fundamental

se distribuye en superficie. Entre las miofibrillas,.tal

y como aparece en la imagen de la figura 52, se puede dis-
poner alguna mitocondria, como tantas veces hemos vistq
que ocurre en las relaciones energéticas mitocondrias-

filamentos.,

Los miofilamentos son de dos tipos, finos y grue-
sos. Los finos ofrecen un tamafioc regular, de alrededor
‘de 60 K, y son més numerosos que los gruesos. Los filamen-
tos gruesos ofrecen diversos tamanos, son mAs escasos y
no ofrecen ninguna forma especial de'distribucién; apare-

cen dispersos por todo el espacio, sin mostrar especiales



acumulaciones de tamafio Gnico en determinados lugares.
Es decir, dentro de sus diferentes tamafos, los filamen-
tos gruesos se entremezclan sin un orden definido, alter-
| nando los més gruesos con los medianos o los menores. En
ocasiones, pueden aparecer varios de un mismo tamafio (4 a
8) en un reducido espacio, pero, como se puede ver, su
nimero es escaso. El nimero de filamentos gruesos por ca-
da 1500 P? es de unos 14 a 18, mientras que los finos se
distribuyen en una cantidad 15 veces mayor, esto es, en-
cohtramos, aunque sin un orden especial, unos 15 finos
por cada grueso. El tamafio de los gruesos oscila entre
150 y 450 X, siendo curioso que, dentro de estos limites,
se detectan cuatro diémetros bastante definidos, como son
1os de alrededor de 450 X, de 300 %, de 222 % y de 150 3.
En algunas secciones transversales observamos que abuhdaﬁ
unos tamafios y en otras tamafios diferentes, lo cual obli-
ga a suponer la posibilidad de que un mismo tipo de fi-
lamento, con distinto grosor a lo largo de su longitud,
puede aparecer en la imagen mAs o menos grueso, seguin el
nivel en el que le sorprenda la éeccién. De ser esto cier-
to, las secciones o imégenes correspondientes a los dié-
metros mayores serén las pertenecientes a la parte central
de los filamentos y las menos gruesas a las distales. Se-
gin esto, al no estar todos los filamentos gruesos situa-
dos a la misma»altura,‘laé secciones de distinto grosor
alternan entre s{ (de nuestras observaciones no podemos

asegurar tal posibilidad).



Tanto por el carécter de los niicleos como del
citoplasma, las mitocondrias o los filamentos de estas
células, las podemos catalogar como pertenecientes al ti-
~ po de caracter liso. Como se puede apreciar en la figura
51, la fibra puede estar situada directamente en la par-
te basal de las células del adendmero o distribuirse en-
tre las lém;nasro estrechas prolongaciones de‘citoplasma
pertenecientes a fibrocitos, que expulsaron el contenido
precolégeno, fruto de su actividad, conectando intimamen-
te con otras vecinas. Entre las prolongaciones quedan es-
pacios ocupados por fibrillas colégenas de disposicién
laxa y por otros elementos, entre los que podemos contar
con porciones de citoplasma cargadas de granos de consi-

derable densidad,

Los granos aparecidos en porciones citoplasméti-
cas distribuidas entre el colégeno son de dos aspectos
fundamentalmente distintos. Unos son muy densos y des-
provistos de membrana (Fig. 53); recuerdan a los granos
de ciﬁégeﬁo de las células del péAncreas acinar y presen-
tan dos formas, redondeada o eliptica, cuyos diémetros
mayores oscilan entre 0,14 y 0,83 P Otros son de densi-
dad variable (Fig. 54), estén rodeados de membrana y re-
cuerdan a-ios granos alfa y delta de las correspondientes
células de los islotes de Langerhans. Aparecen en niumero

mayor y tamafios menores que los anteriormente descritos



como cimogénicos. Los tamafios oscilan entre 2150 X y 700
% (Fig. 55). Ambos tipos de grénulos, que no esté claro
'8i pueden coincidir en un mismo citoplasma, se pueden
encontrar, en secciones transversales, rellenando a este
casi por completo, habiéndolos observado frecuentemente
en esta situacién, sin otras relaciones con su niicleo y
demés partes cglulares, por lo que pensamos si sérép los
lugares de acumulaciédn superficial o inferior de células
que, ocupando lugares mhs superiores (donde estén las cé~
lulas del parénquima), alcanzan estos puntos del conecti-
vo. Algunos grénulos anélogos hemos encontrado dentro de

células musculares.

Pasemos ahora a describir las observaciones co-
rrespondientes a la disposicién de los tractos citoplasé
maticos conectivos, a los espacios que forman y a su dis-
posicién por la base del parénquima del érgano. Como se
puede ver en la figura 56, una banda continua de conecti-
vo se extiende por la base de las células hepatopancreé-
ticas, y>én ella se pueden distinguir, como ya se ha di-
cho, fibroblastos, fibrocitos, células musculares lisas,
fibrilles colégenas y secciones citoplasméticas que con-
tienen los grénulos de tipo pancreético. Un material an-
histo, tipo lémina o membrana basal, se puede observar
en el lugar (Fig. 57), pero su disposicién es mucho més

amplia que la propiamente comin de las léminas basales,



por lo que,més que de lémina basal, habr{a que hablar de

campo O zone basal anhista.

Desde la célula fibrocitica, esparcidos pﬁr_el
territorio basal, parten tractos citoplésméticos estrechos
que conectan con otros de células vecinas, y algunos, ale-
jéndose de la base, se extienden en direccién opuesta,
formando bridas que delimitan lagunas (Fig. 58), en las
que se puede detectar un contenido de plasma linfético.

El caraéter de los estrechos citoplasmas que delimitan

las lagunas o espacios linféticos es el de oscuras ban-
das, en las que destacan pequefios abultamientos superfi-
ciales (Fig. 59) correspondientes a mitocondrias. Las bri-
das fibrqciticas cierran los sacos o espacios linféticos
junténdose en aigunos de sus extremos, constituyendo en~
tonces territorios més amplios, en los que se pueden dis-
tinguir somas celulares y porciones citoplasméticas‘con
grénulos tipo pancreético, entre otros elementos (Fig. 60).
Las bolsas‘confiuyen hacia centros en los que se locali-

zan los cohductillos linféticos.



4, CARACTER GENERAL DE LOS NUCLEOS

Los nicleos de las células pertenecientes al he-
patopéncreas ofrecen variedades que corresponden a loca-

lizacibén, forma y contenido cromético,

La localizacibén puede ocurrir hacia la base de
las célulés. En este caso (Fig. 56), el nicleo queda orien-~
tado en la direccién de la base., La forma de estos nficleos
es méds regular, sobre todo si se trata de células con un .
buen contenido de citoplésma activo. Un‘tipo nuclear que
aparece poco denso, y por lo tanto con cromatina laxa,
corresponde a células de las que ofrecen un citoplasma
con estrechos sacos alargados y, a veces, con formaciones
especiales de reticulo endoplasméticé liso y escasas mi-
tocondrias y gréhulos (Fig. 56). Otros niicleos, ofrecien-
do un contorno menos regular (Fig. 61), muestran un con-
tenido crométicd més denso; pertenecen a células célcicas o

a porciones inferiores de células digestivas.

Hay niicleos que se sitian en lugares ligeramen-
te superiores, de orientacién variable, con cromatina se- .
mejante a la ofrecida por los nficleos de las células cél-
cicas (Fig. 62). Pertenecen estos nficleos a células diges-
tivés o excretoras. Cuando estas células se‘observan en
fases en las que la actividad digestiva se encuentra en
un momento avanzado (Fig. 8), los nlcleos aparecen més

irregulares y con cromatina densa.



Finalmente, se puedén apreciar nlicleos que mues-
tran una marcada orientacién perpendicular a la base o,
si se quiere, con su eje mayor paralelo a la direccién
base-apice de lé‘célula (Fig; 63). Aparecen en células
que ofrecen'una disposicién citoplasmética alargada, con
escasos granulos, que recuerdan los tipos de epitelio in-

testinal.

En secciones apropiédas; en el interior del ni-
cleo, se pueden detectar unoc o dos nucléolos (Fig. 64).
En algunos casos la membrana externa se puede presentar
con un mayor o menor grado de separacién en relacibén a
la interna (Figs. 62 'y 65), aumentando con ello el espa-
cio perinuclear. Hayvnﬁcleos que-pueden ofrecer imégenes
muy irregulares y condensadas (Fige. 66), como pertenecien-
tes a células que han degenerado a través de sus profun-

dos estadios de digestidn.

En la base vamos a encontrar los nﬁcleds de los
fibrocitos o fibroblastos (Fig. 46), siguiendo la direc-
cién de las bandas colégenas, que viene .a ser la dimensién
o didmetro mayor de las células que los contienen; Son
nicleos de superficie irregular‘y cromatina densificada,
de acuerdo con el grado de madurez del fibrocito (Fig. 56),
que puede llegar a sifuaciones de intenssa imagen hetero-
cromdtica cuando el cuerpo del fibrocito es muy reduci-

do (Figs. 47 y 58).



Los nicleos de las células musculares (Fig. 50)
son més grandes que los de los fibrocitos..ofrecen una
banda superficial casi continua de heterocromatina y un

contorno irregular.



5. LAS MITOCONDRIAS

Las mitocondrias contenidas en las células del
hepatopédncreas de Helix aspersa ofrecen variedades de nfi-
mero, tamaﬁo} forma, localizaciédn y estructura, suficien-

tes como para poder realizar un estudio clasificatorio.

El ntmero mitocondrial de las células del hepa-
topédncreas es elevado en todas sus células, pero, confor-
me estas van sufriendo los procesos digestivos, va decre-
ciéndo, debido a las transformaciones que ocurren en ellas.
El mayor nGmero se detecta, como es natural, en las lla-
madas células oxifilas, mientras que el menor se da en

las de "citoplasma fluido" (Figs. 35 y 67).

Se pueden apreciar dos formas: redondeada y alar-
gada, si bien esta (ltima es la més frecuente (Figs. 68 ¥
69). Algunas resultan extremadamente largas, sobre todo

si la célula muestra una considerable actividad (Fig. 69).

ASimismo, se observan dos tipos generales de mi-
tocondrias, uno denso y otro claro. .las mitocondrias més
densas deben su situacién a la presencia de una matriz
muy rica en materiales (Fig. 70). Coincide en este tipo
la disposicién de crestas dilatadas, frecuentemente de
aspecto triangulaf. La forma.clara ofrece més crestas,

que son de aspecto fino y ondulado (Fige. 71).



Estos orgénulos pueden aparecer con imégenes de
transformacién que consisten en: desintegracién en peque-
fios sacos aplanados (Fig. 72) y formacién de cuerpos mul-
tivesicuiares; condensacién interior, dando lugar a con-~
tenidos de aspecto paracristalino (Fig. 73); formacidn
de cuerpos densos (Fig. 73); y, por dltimo, imégenes de
proliferacién o multiplicacién, mostrando aspectos multi-

formes (Fig. 74).

Todas estas caracter{sticas antedichas pueden
ser ofrecidas en las mitocondrias de los distintos tipos
celulares, pero, de modo tipico, hay formas y particulari-
dades que se dan con preferencia en unos tipos determina-
dos, situaéién que queda recogida en el cuadro de la fi-
gura 75.‘E1 carécter de las mitocondrias ofrecido por ca-
da tipo celular, tal y como queda recogido en el cuadro,
es una condicibédn més que nos ayuda a la cataiogacién de
los .distintos tipos. En este sentido, se pueden destacar
~algunas particularidades que pasamos a relatar a continua-

cibn,

Las células célcicas se caracterizan por la fre-
cuente observacién en ellas de mitocondrias intimamente
rodeadas por'reticulo endoplasmédtico rugoso (Fig. 76);
el tipo mitocondrial corresponde al denso, de crestas di-

latadas, y s6lo en algin caso hemos podido detectar mito-



condrias claras, con muy finas y profusas crestas (Fige
71) que, comé se aprecia en la imagen, son bastante abun-
dantes., Las células ciliasdas ofrecen también el tipo de
mitocondria densa (Figs. 31 y 34). En las células oxinti- -
cas destaca el nfimero (Fig. 7%2) y sus imégenes de proli-.
feracién;-Las excretoras muestrean mitocondrias claras,

en tanto que las digestivas ¥y fluidas se caracterizan por
sus variadas formas de transformacién (Figs. 24§ 72) .
Imégenes de transformacién, en el sentido de desintegra-
ciébn y const1tuc16n de cuerpos grumosos (Figs. 35 7 77)
que se integran en bolsas de mayor tamafio, se pueden ob-

servar en el interior de células cllcicas.

Por todo lo dicho, nos encontramos con que las
caracteristicas m&s sobresalientes de.las mitocondrias
en estas células son su versatilidad y la cantided de las

mismas.

Tas mitocondrias de las células del conectivo
de‘la base no ofrecen caracteres éspeciales, a no ser esas
formas que sobresalen de 108 tractos que delimitan-a los
gacos linféticos (Fig. 59), que, ciertamente, muestran

una localizacién que llama la atencibn.



6. EL RETICULO ENDOPLASMATICO Y EL APARATO DE GOLGI

El retfculo endoplasmético de las células del
hepatopéncreas de Helix aspersa presenta algunas caracte~
risticas dignas de ser tenidas en cuenta, para poder com-

prender el tipo celular y su posible funcidn.

Reéulta constante la presencia de ret{culo endo-
plasmético rugoso en 1as células de tipo célcico. Este
reticulo se presenta con forma alargada (Fig. 78) o bien
como €en pequeﬁas esferas con sus r1bosomas dispuestos su-
perficialmente (Fig. 76). Estos tipos de ret{iculo son di-
f{ciles de detectar en los otros tipos celulares, por lo
que, cuando se posee cierta costumbre en verlos, su sola
observacién nos demuestra estar en presencia de células
célcicas. En ellas también se aprecia, como detalle habi-
tual, la existencia de reticulb endoplasméticé rugoso dis-
puesto en torno a las mitocondrias, de forma que llega

a rodearlas casi por completo, e incluso enteramente

(Fig. 70).

En las célulés excretoras el reticulo se encuen-
tramuydisminuido, cosa que no es de extrafiar, toda vez
que la gran actividad 1{tica y la sbundancia de grénulos
densos distorsionan la nofmalidad del citoplasma. El as-
pecto que ofrece, cuando se detecta, es el de reticulo

largo, liso o rugoso (Fig. 79), y dispuesto en situacién




superficial, debajo de la membrana plasmética de las ca-
ras laterales de las células, y con orientacién paralela

a las mismas.

Las délulas digestivas se caracterizan por ofre-
cer un_reticuld de aspecto liso (Fig. 41), alargado y con
gran abundaﬁcia en relacién con el grado de actividad de
la célula, Este reticulo puede aparecer dilatado en élgué

nos lugares (Fig. 10).

Cuando apreciamos células de las que han sido
catalogadas como claras, producto de la transformacién
del citoplasma, con escasas mitocondrias (Fig. 72) y con-
siderable cantidad de vesiculas o séculos estrechos y alar-
gados, estamos en presencia de imégenes que dan la impré-
sién de traﬁarse de reficulo endoplasmético liso y abun-
dante, pero, como duiera que muchas de estas vesiculas
parecen proceder de mitocondrias (Fig. 80), en.tanto no
contemos con otro tipo de pruebas, no nos pronunciaremos
sobre este particular. Lo mismo podrf{amos decir sobre
aqﬁellos casos en los que se detectan formas de asociacién
paralela, con carédcter de cisternas alargadas (Fig. 81),
que en las secciones transversales ofrecen imégeneé regu-—
lares j en panal (Fig. 82), no estando claro si proceden
de transformecién de reticulo endoplasmético liso o si de

trensformacién y asociacién de mitocondrias (Fig. 83).



Todas estas formas descritas de reticulo endoplas-
mético tipifican, como ya se ha dicho, a las células co-
rrespondientes, proporcionéndoles aspectos que las dife-

" rencian de otros tipos celulares generales del organismo

o del propio de las células del conectivo de la base.

Entremezcladas con los tipos celulares anterior-
mente descritos, se detectan, como ya éabemos, formas ce-
lulares qué se parecen a las digestivas, pero que se CO=
rrespénden mésﬂbién con los tipos celulares de revestimien-
to o epitelio intestinal (Fig. 84). Estas formas celula-
res ofrecen un retficulo endoplasmético sin especiales par-
ticularidades, pero muestran, sin embargo, una considera-
'ble.cantidad de formaciones de aparato de Golgi (Figs. 9
y 84), pequenias Yy similares a las formas piopias de los
dictiosomas de célulés vegetales. Si estos tipos celula--
‘res se corresponden con formas de modificacién de células
digestivas, estos aparatos de Golgi representarian la es—
tructura correspondiente implicada en los mecanismos ﬁe-
tabblicos de la digestién inicial y produccién de sustan-
cias. Por otra parte, podemos decir que estos tipos de
aparato no ée detectan en los otros tipos celulares hepa-

topancreéticos.



7, FORMACIONES GRANULARES Y ESFERULARES

Encuadramos bajo este epigrafe las estructuras
que, presentando generalmente uh aspecto esférico, compren-
den elementos de diversa categorfa, que van desde simples |
acumulaciones de carfcter paraplasmético hasta las granu-
laciones de tipo célcico, pasando por los diversos tipos
de cuerpos'densos que pueden aparecer en los diferentes

tipos celulares.

>A._Las gotas lipfidicas.-
Gotas de 1{pidos se detectan en todos los tipos

celulares hepatopancrefticos, en forma de acumulaciones

de bolsas de diferente tamafio que se localizan preferen-
temente hacia la base de las células (Fig. 42), En niveles
medios de las células del adenémeroktambién pueden apre-
ciarse éste tipo de gotas, pero donde practicamente no

aparecen es en las porciones apicales,

Las gotas lipidicas no presentﬁn membfana algu-
na que las rodee, aunque en su superficie puede condensar-
se una fina pelicula de material citoplasmético sin estruc-
tura definida (Fig. 41), que bien podria ser uné acunula-
cién de los medios de contrasté en el cambio de fase y
tensién,que'repreéenta la superficie de relacién entre

la gota lipidica y su ambiente.



Las gotas tienden a juntarse en actimulos que de-
jan estrechas bandas citoplasméticas entre s{ (Figs. 42
¥y 65). En ocasiones, se eprecian imégenes en las que se
ve una tendencia a la-fusién de algunas gotas, pero el
aspecto general es la preferencia a conservar la indivi-
dualidad, pues, aun en actmulos que destacan por su abun-
dancia, se las distingue perfectamente de sus vecinas

(Fig. 42).

B. Tipos de granos densos.-

Los tipos de grénulos existentes en las células
del hepatopéncreas de Helix aspersa son anfélogos a los
qQue aparecen en otras especies del género Helix, ponién-
dose de manifiesto diversidad de formas que no son otré

cosa que la expresién de una intensa actividad digestiva.

Los grénulos, que se pueden detectar en todqs
los tipos‘celulares, son especialmente sbundantes y diver-
sos en las células excretoras; menos numerosos en las di-
gestivas, y todavia menor cantidad de ellos se detecta
en las célcicés, gi eliminamos en estas los greanos célci-
cos propios de este tipo célular. Aunque pueden aparecer
entremezclados los granos densos con alguna gota lipidi-
ca, éstas se encuentran en escaso nGmero allf donde los
grénulos se acumulan. Las células muy cargedas de mito-

condrias (Figs. 6 ¥ 16) muestran también escasez granular.



Aunque las formas y constitucién de los grénulos
pueden ofrecer hasta siete u ocho variedaes, la observa-
cién detallada permite distinguir cuatro tipos bésicos
y una dispbsicién en grandes bolsas, con io que, en totél,
distinguimos inicialmente cinco formaciones, tal y como
se representa en el esquema de la figura 85. Aquf, el tipo
II corresponde a formaciones de contorno irregular y con-
tenido homogéneo, situadas preferentemente hacia las zo~-
nas medias y apicales de las células digestivas ¥y exdre-
toras que no hayan alcaﬂzado un estadio final. Estos gré-
nulos II se forman como resultado de la fusibén de peque-
fias bolsas situadas en la superficie apical, que represen-
tan productos de pinocitosis; debido a ello, los granos
II son mayores conforme observamos regiénes més cercanas
a la zona media de las células, puesto que asi‘han teni-
do ocasién de ir aumentando su temafio mediante nuevas adhe-

gsiones.

El tipo IV, si la célula no estd en un avanzado
proceso de lisis, se localiza hacia las zonas medias e
inferiores de las células (ya que las superiores estén
ocupadas por el tipo II). Pero gi observamos una célula
excfetora en sus estadfos finales, veremos que el tipo
IV se extiende por todas partes. Be trata de bolsas de
contenido claro y tamafios que oscilan entre 3y 6 P gé

diémetro, viniendo a ser como el doble o el triple que



los mayores elementos del tipo II. De la simple observa-
cién de la estructura no se puede deducir la procedencia
de las bolsas tipo IV, aunque las formas mayores son el

resultado de la unién de otras menores del mismo carécter.

El tipo III comprende formaciones de menor tama-
fio que las anteriores, geheralmente de 0,5 a' 1,5 ps que
presentan una membrana dispuesta superficialmente y un
contenido denso y granular, que s61o ocupa parte de la
zona contenida .dentro de la membrana. Estas formaciones
tipo III pueden presentar tamafios mayores si, por unién
de varias de estas estructuras, se asocian los elementos
densos o unidades bésicas responsables de la condensacibdn
interior. 1,as estructuras de unién pueden apreciarse como
formaciohes en las que, dentro de una membrana, se detec-
tan hacia el centro de la bolsa varias agrupaciones de
material granujiento, o bien como apretada asociacién
de varias unidades bésicas, las cuales quedan contenidas
én un contorno, por dentro del que no se aprecian espacios
claros (como se ve en el esquema IIIb). Las formaciones
tipo III parecen provenir de la transformacién de mitocon-
drias, que se asocian o incorporan formando bolsas de di-

ferente densidad y tamafio.

El tipo I es el que ofrece unos tamafios menores,

siendo sus mayores dimensiones de alrededor de 0,5 P‘ En-



globamos aqui tres formaciones de aspecto distinto por
la siguiente razbén: se trata de pequefios elementos que
parecen tener una procedencia mitocohdrial Yy, aunque a
veces ofrecen imAgenes que recuerdan a pequefios lisoso-
mas, por la simple imagen es diffcil precisar su caréc-
ter. Por este motivo encuadramos estas distintas y peque-
nas formaciones dentro del tipo I, en el que quedan com-
prendidas pequerias vesiculas de aspecfo variado y otras
algo mayofes que recuerdan a los lisosomas primarios. En
conjunto, se distinguen: una primera forma, "a", en la
que, envuelta por una membrana, se observa una condensa-
gién central rodeada por un halo periférico; otra forma,
"b", de tamafio semejante a la anterior (0,1-0,2/u) pero
coﬁ un contenido homogéneo y menos denso; y otra forma,
"c", de mayor tamafio (alrededor de 0,5,1), con un conte-
nido denso y escaso, rodeado por un halo superficial me=
nos denso, y un aspecto, en conjunto, que recuerda a 1los

lisosomas primarios o a mitocondrias transformadas.

En el esquema de la figura 85 se ha representa-
do, debajo de los cuatro tipos descritos, una formacién
de tamaﬁo muy superior, con un interior muy clarovy sblo
alguna estructura, aunque de pequeria condensacibén, hacia
el centro. Estas grandes bolsas, que pueden llegar a al-
canzar tamafios que comprenden hasta tres cuartas partes

de la célula, aparecen en células que han sufrido un in-



tenso proceso de digestién 1{tica, las cuales ofrecen un
escaso y muy oscuro citoplasma, dando un aspecto més de
elemento en completa inactividad que de formas vitales.
Por su aspecto, no ofrecen estructura que pueda hacerlas

equiparables a estados finales de células excretoras.

Cuando se observan los diversos granos densos,
se pueden detectar formas Yy constifuciénes que no se co-
rrespohden exactamente con las descritas, pero, al inten-
tar catalogarlos, se ve que corresponden a mezcla de los
tipos basicos relatados, por lo que estas nuevas varieda-
des no son otra cosa que mezcla o asociacién de los ante-
riores. En este sentido, cuando pasemos a describir més
.detalladaménte,estas formaciones, indicaremos su posible
forma de constituirse, pero sin pretender afirmar defini-
tivamente su origen, en tanto que estudios histoquimicos

nos confirmen la realidad de su constitucién.

Tas células célcicas ofrecen constantemente gra-
nulaciones del tipo III, aunque no de forma abundante (Fig.
86). La transformacién de mitocondrias, que puede ocurrir
en qualquier tipo de células, se puede detectar en las
chlcicas bajo la forma de condensaciones (Figs. 38, 87,

88 y 89), como paso previo a la obtencién de grénulos ti-
po III. También en estas células se detectan formas tipo
I, situacién que se puede apreciar en cualquier citoplas-

ma de las células del adenémero hepatopancreédtico. Las



células célcicas ofrecen un tipo especial de grénulo (Fig.
90), que parece ser uné de las formas precursoras de los
futuros granos célcicos., Ese grdnulo se parece a los de
tipo III, pero destaca su homogeneidad y densidad., Sobre
estas formaciones, asi como sobre las disposiciones con-
céntricas devCapas granulosas en las que se instaura la
calcificacibén, hablaremos posteriormente al tratar de los
grénulos célcicos. En las células chlcicas no se encuen-
tran formas tipo II y muy escasas del tipo IV o sus deri-

vadas.

Las células digestivas contienen el tipo II (Figs.
‘11 y 91b) con mayor abundancia que ningin otro. Son tam-
bién abundantes en estas células el tipo IV y sus deriva=-
dos (Fig. 91). Asimismo, aunque en menor cantidad, se pre-
senta el-tipo III,'ya sea porque se combina con los. tipos
IT y IV o porque no se da preferentemente en este tipo ce-

lular.

Hay formas celulares que parecen ser intermedias
entre digestivas y excretoras (Fig. 92), pero tienen un
citoplasma menos denso y presentan una considerable can-

tidad de grénulos tipos III y IV.

Las células excretoras se caracterizan por ofre-

cer grénulos de todos los tipos. El tipo menos abundante



es el II; de las demés formas, asi como de sus posibles
combinaciones, podemos encontrar una abundante represen-—
tacibén. De esta forma, se pueden observar granos tipo I
(Fig. 93) y sus correspondientes derivados, producto de

la asociacidén de los tipos I y II (Figs. 94 a 105), gré--
nulos III (Figs. 23 y 108) y grénulos tipo IV (Figs. 23

y 108). Todos estos gréanulos aparecen entremezclados en
un citoplasma bésico que guarda una relacidén cuantitati-
va inversa al nGmero de grénulos, pudiéndose decir 1o mis-
mo del ntmero de mitocondrias. Elyaspecto de este citoplas-
ma bésico es denso. Cuando las células excretoras se en-
cuentran en un momento avanzado de su proceso de digestidén
o préximas a la emisidén de sus productos (Fig. 23), su |
citoplasma resulta mids claro y sus granulos aparecen con
preferehcia como pertenecientes a los tipos III y IV o

sus derivados.

Para terminar de relatar las formas granulares
y comprender la realidad de los tipos que se acaban de
describir, pasamos seguidamente a ofrecer las imégenes
gque ofrecen asociacién, con la consiguiente formacidn de
variedad granular. En la figura 91 se observa un proceso
de unién y asociacién entre elementos del mismo carécter.
Las flechas con la letra "a" sefialan lugares de unién en-
tre.formaciones granulares que muestran semejante conte-
nido, estando las membranas intimamente adosadas. En los

lugares sefialados con las flechas "b" lo que tenemos es



un comienzo de fusién o un fusién patente. Por otra par-
te, el gran grano "A" muestra en su interior otros conte-
nidos, que representan la fusién entre grénulos con un
contenido cuyo. aspecto es diferente. Aqui, el acimulo se-
nalado con un asterisco es semejante al de la pequenia ve-
sicula exterior, mientras que el material sefialado con
"x" se parece al de la pequeiia bolsa senalada con el mis-
mo signo. Todas estas imAgenes indican que pueden poner-—
se de manifiesto la existencia de uniones y fusiones en-
tre gréanulos del mismo o de distinto carécter. Estos de-
talles de unibén y asociacibén son los que vamos a presen-

tar en las figuras siguientes.

En la figura 1% vemos la fusién de dos grénulos
de contenido homogéneo y denso, que,ademds, ofrecen unas
ligeraé concreciones muy electrodensas. Las figuras 91 ¥y
106 muestran adhesidn de grénulos-de los tipos‘I a IV. En
las imigenes de las figuras 28 y 107 lo que observamos es
la asociacién de pequefias bolsitas del tipo II y la for-.
macidén de unidades de tamano cada vez mayor. En la figu-
ra 108 observamos diversos tipos de asociacién entre ele-
mentos del mismo cardcter y una adhesién entre dos bol-
sas del tipo III. Esta unién es observada con mas deta-
lle en la figura 109, pudiéndose apreciar que la unién
es muy estrecha. En la imagen aumentada de la figura 110

se observa que, al adherirse las membranas de las dos bol-



sas, las léminas osmiéfilas internas de cada grénulo man-
- tienen su disposicibén inicial, mientras que las osmiéfi-
las superficiales se funden en una sola que no aumenta

su grosor, quedando constituido el conjunto por tres es-
trechas bandas osmiéfilas y dos osmibéfobas entre ellas.
Andlogas e intimas uniones pueden observarse entre ele-
mentos iguales o distintos, como los que aparecen en la
figura 111. Aqui, mientras los grénulos més densos apare-
cen claramente fusionados, en la zona opuesta de la ima-
gen hay varias figuras en estrecha asociaéién, y dos de
ellas presenfan una imbricacidén entre dos elementos de
aspecto distinto, sin que todavia se pueda observar la
fvsién, situacibén que ya s{ es patente entre las dos bol-
sas que vemos en las figuras 112 y 113, en las que se

. puede apreciar el lugaf de fusibén de las dos membranas

y el de penetracién del producto de una bolsa en la otra.r
Por tltimo, las figuras 80, 88, 90 y 114 mueétfan, junto
a la intima unibén de grénulos, mitocondrias en fase de
transformacién y desintegracién, situacién a través de

la cual se pueden obtener pequeios grumos y vesiculas

que pasarén a engrosar el variado qonjunto de elementos
densos repartidos por el citoplasma. Otra muestra de la
transformacién de mitocondrias, y consiguientemente de

su participacién en la formacidén de las distintas bolsas
y grénulos, la enéontramos en las imégenes de la figura

73, que hablan por si solas.



Tras las antedichas observaciones, venimos a con-
siderar como imédgenes bésicas a aquellas que ofrecen un
mismo contenido (los tipos inicialmente descritos con los
guarismos I a IV) y como. imégenes compuestas, aquellas en
las que el contenido es miltiple. El tipo I recuerda a
1as formaciones tipo lisosomas, el tipo II a fagosomas,

y los tipos III y IV a diferentes formaciones de grénulos
proteicos descritos en la literatura (aqui podrfan incluir-~
se formaciones que representan modificaciones mitocondria-
les). Las imégenes COmpuestas representan, en tal caso,

vacuolas digestivas, autofégicas y cuerpos residuales.

C. Los grénulos célcicos.-

Son formaciones que caracterizan a las células
del mismo nombre. Su estructura es la cuerpos de contor-
no redondeado o 1igerémente ovalado (Fig. 115) que presen-—
tan una considerable densidad, si bien existen‘vériacio-

nes en la misma.

Los grénulos célcicos ofrecen variacién en la
intensidad de su constitucién, indicando con ello una gra-
duacién en su madurez o etapas de formacibén. Las células
célcicas presentan imigenes de bolsas con contenido den-
so, que sélo se encuentran en este tipo celular, no obser-
vindose en los demls. Los grénulos correspondientes a es-

tas imégenes se han de catalogar como diversas formas o



aspectos de los grumos célcicos, sobre las que se puede
realizar, por lo tanto, una catalogacibdn o estudio de su
proceso de formacién. Contamos con figuras en las que,
como se ve.en la numero 116, por su aspecto sencillo, es-
tamos ante la formacidén inicial sobre la se ha de llevar
a cabo‘el comienzo de la calcificacidén. Estas imégenes
ofrecen semejanza con algunas de las transformaciones

que sufren orgénulos como mitocondrias o cuerpos densos,
y por ello son consideradas como iniciales (Figs. 117 a
120). Un segundo tipo de imégenes (Figs. 121 y 122) mues-—
tran una serie de circulos concéntricos, de diversa inten-
sidad tanto en nlmero como en opacidad a los electrones.
Estos circulos pueden ofrecer més o menos proximidad y
graduacién de condensacidén, hasta llegar a constituir es-
tructuras casi compactas o plenamente compactas (Figs.

123 y 124),

Conforme las estructuras se van condensando, van
aportando un mayor grado de calcificacién (Fig. 125), has-
ta conseguir disposicionés en las que se observan elemen-
tos bien calcificados (Fig. 126) o bien con un centro hue-
co (Fig. 127). Esto ocurre como consecuencia de haber sal-
tado el interior del granulo, una vez efectuadas las sec-—
ciones en el ultramicrotomo, proceso durante el cuil la
cuchilla tropieza con la dureza interna del grano y 1a‘

hace saltar.



Como ya se dijo anteriormente, las células cll-
cicas aparecen preferentemente situadas hacia la base de
los adenbémeros, aunque algunas de ellas pueden aparecer
desplazadas hacia la zona media, Por l¢ dicho, la mayor
parte de los grénulos cdlcicos se podrédn igualmente detec-—
tar hacia la base y cercanas al conectivo subyacente (Fig.
128). El nilmero de grénulos puede llegar a ser muy abun-
dante, quedando reducido el citoplasma activo, en relacién
con la correspondiente cantidad de grénulos (Figs. 128 y

129).



8. ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS ELEMENTOS DEL HEPATOPANCREAS

EN SUCESIVAS ETAPAS DE AYUNO

A. Comparacibén de la situacidn a los 10, 30 y 100 dias.-

Laes células del adenédmero hepatopancredtico de
caracoles sometidos a 10 dfas de ayuno, ofrecen una dis-
posicibén bastante densa de sa citoplasma, como se puede
apreciar, por ejemplo, en la figura 27. Figuras como la
nimero 4, que corresponde a un animal sometido a un ‘mes
de ayuno, muestran un citoplasma claramente més fluido,
siendo ésta unavcaracteristica'dé frecuente observaéién.
Pero donde la fluidez, o mas bien destrucciédn, del cito-
plasma es mayor es después de 100 dfas de ayuno (Figs.,

130 y 131), pudiéndose apreciar una gran alteracidn cito-
plasméfica vy nuclear, con formacidn de densificaciones

y vacuolas, como Indice de inacfividad. Se asiste, pues,
con el aumento del ayuno, a un progresivo deterioro del
citoplasma y de la constituéién general de las célulaé.
Pero quede claro que, aunque los signos de destrucciébdn
sean claros, al describir los mismos nos referimos funda-
mentalmente a la frecuencia que podemos detectar de imé-
genes normales o alteradas, sin que en ningﬁn momento que- .
ramos significar que toda la gléandula se encuenfra en la
misma situacibn, puesto que, dado el gran movimiento me-
bbélico y de transformacidén de los elementos celulares del
adenémero, cabr{a esperar aiguna alteraciédn aislada en

cualquier punto del hepatopéncreas de animales no someti-



dos a ayuno. Por lo tanto, lo tipico de las alteraciones
que se describen hace referencia especifica a la intensi-

dad de las modificaciones y a su frecuencia.

Otras modificaciones afectan a los grénulos cél-
cicos. Es més frecuente observar imigenes de inmadurez
(Fig. 129) en el proceso de calcificacién de estos granos,
tras 10 dfas de ayuno que después de un mes (Figs. 126 y
127), situacién esta iltima en la que el némero de grénu-
los es mayor y también la cantidad de figuras que muestran
grénulos cuyo interior ha saltado. Este aspecto esté to-
davia més exagerado después de 100 dfas de ayuno (Figs.
132 y 133), situacién en la que, ademds, se observa una
gran ausencia de formas inmaduras. Por el contrario, el
nimero de imigenes de inmadurez y de consiguiente trans-
formacidbén de mitocondrias es'méé abundante a los 10 dias,
como puede verse en las imédgenes contenidas en las figu-
ras 38, 77, 112 y 117. Respecto a la disposicién de las
figuras mitocondriales normales, serén mis numerosas en
situaciones de 10 dias de ayuno (Figs. 70, 71, 84), ofre-
ciendo un mayor aspecto de transformacién después de un
mes (Figs. 72, 76, 80, 104). A los 100 dias, el estado
de destruccibn proporciona una diffcil observaciédn del

carfcter de los orgénulos citoplasméticos.

El aspecto cada vez méds fluido de los citoplas-

mas, conforme aumenta el ayuno, hace que esta situacién



se detecte fundamentalmente en el carécter de los granos
densos, menos fluidos en las figuras de 10 dias (Figs. 93,
106 y 108) y con mayor aspecto litico en imégenés de més
prolongado ayuno. Las gotas lipfdicas parecen mé&s abundan-
tes a los 10 dfas (Fig. 42). Por otra parte, las formas

en panal o de membranas paralelas son mis frecuentes tras
la prolongacién del ayuno, como se ve en las imagenes co-
rréspondientes a un mes de ayﬁno (Figs. 82 y 83) o en las

de 100 dias (Fig. 134).

El conectivo de la base muestra también modifi-
caciones, que cursan del siguiente modo. Tras 10 dias de
ayuno (Figs. 45y 59), el_conecfivo no es muy abundante,
sus tractos son finos y el colégeno es escaso, Cuando ob-
servamos imaAgenes de un mes (Figs. 50, 53, 56 y 58) o de
iOO dfas (Figs. 101 y 135) se aprecia un asumento de reac-
cién del conectivo basal, mls densidad y estructuracién
del colégeno y mayor condensacién de la cromatina nuclear

y los citoplasmas celulares,

Con el fin de poder ofrecer una imagen mis gré-
fica de las antedichas situaciones, producidas por el ayu-
no, ée ha confeccionado la gréafica de la figura 136, en
la que quedan recogidas, para las tres etapas estudiadas,
las disposiciones de los diferentes componentes celulares

més especi{ficos.



Finalmente, para poder comprobar de un modo més
demostrativo la existencia de transformagiones con el pa-~
so del tiempo de ayuno, se han realizado dos estudios cuan-
titativos, que pasamos a relatar a continuacibén, y que
han consistido en estudiar el tamafio medio de los granos
cdlcicos y de las gotas lipfdicas a los 10 dias de ayuno

y después de un mes.

Las tresnsformaciones relatadas y las que se re-
latan a continuacién han sido obtenidas'en caracoles que
fuéron sometidos a las ya mencionadas experiencias de ayu-
no, siendo patentes las modificaciones, hasta tal grado
que, por ejemplo, en miltiples piezas de 100 dfas de ayu-
no fue précticamente imposible poder'obténer secciones

Gtiles, debido a la gran fragilidad del tejido incluido.



9. ESTUDIO CUANTITATIVO SOBRE LA DISPOSICION DE GOTAS DE
LIPIDOS Y GRANULOS CALCICOS TRAS DIVERSO TIEMPO DE AYUNO

Con el fin de poder determinar de un modo més ob-
jétivo posibles transformaciones de los contenidos cito=~
plasméticos de las células del hepatopéncreas de Helix,
conforme los animales se someten a un incremento del tiem-
po de ayuno, hemos realizado un estudio cuantitativo en
los dos elementds que resultan mds distintivos para la
realizacién de un andlisis de medidas: las gotas lipidi-

cas y los grénulos célcicos.,.

A. Estudio cuantitativo en las gotas lipidicas.-

Relataremos primeramente los resultados obteni-
dos al efectuar las medidas de los tamafios de gotas lip{-
dicas. No ha parecido oportuno realiiar inicialmente es-
“tudios sobre el nlmero de gotas, primero porque podria
ser necesario para ello efectuar una reconstruccién tri-
dimensional ae laé células (aspecto que se realizé unica-
mente desde un punto de viéta cualitativo), y segundo
porque el nGmero, en principio, podria venir afectado
por 1las destruccioneé ocurridas con la prolongacibén del
ayuno, y los andlisis a través de las reconstrucciones
sélo tendrian sentido contabilizando a la vez el ndmero
de células integras. El tamafio de las gotas, por el con-

trario, es un tipo de anélisis que se realiza sobre cada
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elemento y su valor habla por si mismo, de manera que,
aunque en dependencia de la situacién celular, resulta
estad{sticamente védlido, siempre en relacién con el ni-
mero de gotas estudiadas, puesto que si éste es suficien-

te la muestra seré representativa de la poblacidn.

Como se puede apreciar'en la tabla 1, se midie-
ron 342 gotas en distintas células de los adenémeros he-
patopancredticos de caracoles sometidos a 10 dias de ayu-
no y 278 gotas pertenecientes a animales dispuestos en
‘estado de ayuno durante un périodo de 30 dias. Sobre es-
te ntmero de medidas, la tabla 1 recoge los resultados
de los valores de los diémetros de esas gotas.‘En cada
filas se indican los valores de diémetro, expresados en
micras, recogiéndose para cada valor medio, por ejemplo
0,104, los limites inferior (Iim i) ¥y superiof (1im s)
(0,000 - 0,208) del correspondiente intervalo. En cada
intervalo se contabilizé un nimero determinado de gotas
(en el ejemplo citado, n = 8 para 10 dias de ayuno, y
n = % para 30 dfas). Ese nimero de elementos para un dia-
‘metro dado representa un tanto por ciento del total de
gotas medidas, que en el caso de las de 10 dias es el
2,3 %y en el de las de 30 dias el 1,1 %. Junto a estos
valores, con la clave de %A, se representa la sucesiva
acumulacién que, desde O hasta 100, van experimentando

los porcentajes conforme se van considerando nuevos in-
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tervalos. Es decir, entre O y {:,208 p de didmetro hay

un 2,% % del total de gotas medidas en los animales de

10 dias de ayuno, entre O y 0,417 p hay un 10,2 %, resul-
tado de la acumulacién del 7,9 % que aparece -entre 0,208
y 0,417 p sobre el 2,3 % existente entre O y 0,208 n.

Por Gltimo, en cada fila. se expresan A% y A#n, que son
el resultado de comparar los respectivos porcentajes (paF
ra cada fila) del valor obtenido en animales de 10 dias

y el encontrado en los de 30 dfas. Los valores negativos .
indican que entre el valor de 10 dfas y el de 30 no hay

un incremento de porcentaje, sino una disminucién.

Del estudio de la tabla 1 se pueden obtener va-

rias conclusiones, como las siguientes: a los 10 dias, ei
mayor nGmero de gotas ofrece didmetros comprendidos en-
tre 0,418 y 1,OQA-P, mientras que en los estudios de 30
dfas el mayor nlmero se extiende hasta valores de 1,253 p.
Esto quiere decir que los diémetros son mayores en las
gotas de anlmales sometldos a 30 dias de ayuno. Tal si-
tuacién se aprecia mejor al estudiar los distintos A%
y ZS%A, en los que se puede ver que hay, respectlvamen—
te, un 14,1 % y un 18,9 % més gotas a los 10 dias que a
los 30, en diémetros comprendidos entre 0,418 y 0,626 p,
mientras que para didmetros comprendidos entre 1,045 ¥y

11,253 P.hay_un 8,4 % mhs gotas a los 30 dias. En la gri-
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fica 1 se representan los valores de didmetros en un po-
vligono de frecuencias, pudiéndose apreciar lo que acaba-
mos de dedir, al comparar la representacibén de valores

a los 10 dfas (1{nea contfnua) y a los 30 dfas (linea

de trazos). Ta grifica 2 recoge la distribucién de %A,
viéndose cbémo los intervalos para la linea continua (10
dias) son mayores al principio y luego van disminuyendo,
mientras que para los 30 dias_son mayores hacia el cen-

tro de la curva y van disminuyendo sblo al final.

FEstos valores, comparaciones y conclusiones re-
sultarén mucho més significativos haciendo un estudio
sobre la superficie’de las gotas, en vez de realizarlo
sobre didmetros, que es una medida lineal. Esto es lo
que se ha 1lev§do a cabo j se>expone en la tabla 2. La
distribucién de valores aqui recogida es andloga a la
‘anteriormente descrita pafa los diémetros, siendo ahora
expresadosllos valores, como es légico, en F2' Aqui se
hace més patente cémo, para las superficies menores, las
gotas dan mucha mayor freéuencia a los 10 dfas de ayuno
que a los 30 (14,1 %y 11,8 % més a los lo que a los
30 dias)..La representacién grifica de estos valores

se ha recogido en las figuras de las grificas % y 4.

En la tabla 3 se representan los valores del

test de comparacién de medias, para los diémetros y 1las
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superficies de las gotas estudiadas, siendo expresados
los valores medios en 2 (7180 - 8440) y p2 (0,43 - 0,60),
respectivamente. E1 valor de "t" es claramente superior
a 1,96 e indicativo de la diferencia significativa entre

los valores de las dos situaciones de sayuno.

En conclusién, de todo lo expuesto se deduce
sin lugar a dudas que con la prolongacién del ayuno, las
gotas lipidicas aumentan de diémetro y, como es légico,

también de superficie.
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TABLA 1.-

Distribuciébn de los diémetros mayores de las gotas lipf-
dicas en caracoles sometidos a 10 y 30 dfas de ayuno res-
pectivamente., En las tres primeras columnas se indican
los limites inferior y superior de cada intervalo y el
correspondiente valor medio del intervalo. Estos valores
son referidos en micras.

Para cada tipo de caracol n = nimero de gotas comprendi-
das en el intervalo correspondiente; % = porcentaje que
tal ndmero de‘gotas representa en relacidn al total de
las medidas; %A = porcentaje que representan las gotas
comprendidas desde el 1fmite inferior de la distribucién
. hasta el intervalo de que se trate.

A% = incremento de % desde 10 a 30 dfas de ayuno; A%A =
incremento de %A de 10 a 30 dfas de ayuno.
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TABLA 1

GOTAS LIPIDICAS: DIAMETRO MAYOR

10 dias . 30 dias

Iim i Lim s|Med I| n % %A |n| % %A A% | Axa
0,000 0,208|0,104( 8| 2,3| 2,3| 3| 1,1| 1,1| -1,2| -1,2
0,209 0,417(0,3%13| 27| 7,9 10,2|22| 4,3| 5,4| -3,3| -4,8
0,418 0,626|0,522|111|32,5| #2,7|51|18,4| 23,8|-14,1{-18,9
Os627 09835 Oa751 8972670 6897 75 2770 50’8 190 ’17’9
0,836 1,044(0,940| 68]19,9| 88,6|72]25,9| 76,7| 6,0{-11,9
1,045 1,253|1,149]| 22| 6,4 95,0|41|14,8] 91,5 8,4} -3,5
1,254 1,462{1,358| 10| 2,9} 97,9{17| 6,1 97,6| 3,2] -0,3
1,463 1,671|1,567| 2| 0,6 98,5 5| 1,8] 99,4} 1,2 0,9
1,672 1,880|1,776| 3| 0,9| 99,4| 2| o,7|100,1| -0,2| 0,7
1,881 2,089|1,985| 2| 0,6[100,0 -0,6
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GRAFICA 1.-

Poligono de frecuencias correspondiente a la distribucién
de los valores del diémetro mayor de las gotas lipidicas
en caracoles sometidos a 10 dfas de ayuno (1fnea conti{-
nua) y 30 dfas de ayuno (1{nea de trazos), respectivamen-
te., En abcisas se representan valores del diémetro mayor,
expresados en X, mientras que en ordenadas se indican
porcentajes. ,

Los distintos c¢irculos indican, en cada caso, el porcen-
taje de gotas, sobre el total de cada‘muestra, cuyo did- -
metro mayor se encuentra comprendido en el correspondien—
te intervalo,.

Las li{neas continuas y de trazos seifialadas sobre el eje
de abcisas corresponden a la situacién del di&metro ma-
yor medio en cada grupo de caracoles. '
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GRAFICA 2.~

Distribucién de los %A (indicados en ordenadas) para los
valores del didmetro mayor (expresado en X en abcisas)
de las gotas lipidicas de caracoles sometidos a 10 (1i-
nea contf{nua) y 30 dfas de ayuno (li{nea de trazos), res-
pectivamente. '

Los diferentes cfrculos indican el %A que corresponde a
los distintos valores de diémetro mayor.
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TABLA 2.-

Distribucién de la superficie de las gotas lipidicas en
caracoles sometidos a 10 y 30 dfas de ayuno respectiva-
mente., En las tres primeras columnas se indican los 1i-
mites inferior y superior de cada intervalo, con el co-
rrespondiente valor medio del intervalo. Estos valores

se expresan en micras cuadradas. Los restantes parémetros
tienen la misma significacién que en la tabla 1.
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TABLA 2

GOTAS LIPIDICAS: SUPERFICIE

10 dias 30 dias
Lim i|Lim s|VMed I| n | % %0 |n| % | %A | O% | Daa
o,00{ 0,17} 0,09| 85|24,9| 24,9|%0|10,8| 10,8 |-14,1|-14,1
- 0,18} 0,35{ 0,27|102|29,8] 54,7|50]|18,0| 28,8 |-11,8|-25,9
0,36 0,52| o,44| 68[19,9| 74,6]63122,6( S51,4| 2,7]-23,2
0,53| 0,70| o,62| #1|12,0| 86,6{44|15,8| 67,2| 3,8|-19,4
0971 0’87 09,79 20 5,8 92’4 a8 1091 7713 4’3 -1591
0,88 1,04| 0,96 9| 2,6| 95,0{30|10,8} 88,1 8,2| -6,9
1,05 1,22| 1,13| 4| 1,2| 96,2|18| 6,5} 94,6 5,3| -1,6
1,23| 1,39} 1,31} 5| 1,5 97,7} 5| 1,8} 96,4 0,3} -1,3
1,40| 1,57 1,48 | 97,7{ 5| 1,8| 98,2 1,8| 0,5
1,58{ 1,74| 1,66 97,7 98,2 o0,0| 0,5
1,75 1,91| 1,83 3| 0,9] 98,6| 98,2 -0,9| -0,4
1,92| 2,09| 2,01| o8,6| 1| o,4| 98,6 o,4| 0,0
2,10| 2,26| 2,18 1} 0,3} 98,9{ 1| o,4#| 99,0 0,1 o,1|
2,27| 2,44} 2,35 98,9| 2| o,7| 99,7| o,?| 0,8
2,45| 2,61| 2,53 98,9] 1| o,s#|100,1| 0,4 1,2
2,62 2,79| 2,70 98,9 0,0
2,80{ 2,96| 2,88 98,9 0,0
2,971 2,13} 3,05 98,9 0,0
3,14} 3,31 3,22| 1| 0,3| 99,2 -0,3
3,32 3,48] 3,401 1| 0,3| 99,5 -0,3
3,49| 3,66| 3,57 2| 0,6{100,1} -0,6
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GRAFICA 3.~

Poligono de frecuencias correspondiente a la distribucién
de los valores de superficie de las gotés 1ipidicés en
caracoles sometidos a 10 (1fnea continua) y 30 dfas de
ayuno (1fnea de trazos). En abcisas se representan los
valores de superficie en micras cuadradas, en tanto que
en ordenadas se indican porcentajes.

Los circulos y lineas sobre el eje de abcisas ofrecen la
misma significacibén que en la gr&fica 1.
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GRAFICA 4=

‘Distribucién de los %A (indicados en ordenadas) para los
‘valores de superficie (expresados en micras cuadradas en
abcisas) de las gotas de 1fpidos en caracoles sometidos

a 10 (1inea continua) y 30 dfas de syuno (1l{nea de tra-

Z0S ). 7 '

Los diferentes cfirculos indican el %A que corresponde a

los distintos valores de superficie.
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TABLA 3.~

Comparacién de los valores medios encontrados para el
didmetro mayor y la superficie en las gotas lipidicas

de caracoles sometidos a 10 y 30 dfas de ayuno, respec-
tivamente. . '

. Para cada tipo de .caracoles N =‘numero de gotas medidas;
X = valor medio del didmetro mayor (expresado en X) o

de 1la superficie (en micras cuadradas) de las gotas li-
pidicas; Sy = error standard del correspondiente valor
medio. ‘ '

Para cada parémetro A= incremento del valor medio des-
de 10 a 30 dfas de ayuno; t = resultado del test de com-
paracibén de medias. |
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TABLA 3

GOTAS LIPIDICAS: COMPARACION

10 dfas | 30 dfas | A t
N 342 - 278
Diémetro mayor | X | 7180 guno | 1260 | 5,1
sp| 170 180
N 42 | 278
Superficie X 0,43 0,60 | 0,27 | 4,9 .
Sp| 0,02 0,02
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B. Estudio cuantitativo en los grénulos cllcicos.-

Un estudio semejante al expuesto con anteriori-
dad bara las gotas lipidicas ha sido realizado en los
granos célcicos.lEl carfcter general de las tablas y gré-
ficas ofrece la misma disposicidn de parémetros, medidos
en filas y columnas, que las correspondientés a gotas
de 1lfpidos. El nfimero de grénulos estudiados para célu-
las de animales de 10 y 30 dfas de ayuno ha sido, respec-

tivamente, de 117 y 75.

Del estudio de los valores expuestos en la tabla
5 se deduce qué, para ios menores tamafios, la superficie
de los grénulos célcicos da mayor nfimero a los 10 dias
que a los 30 (un A% de 16,6 y un A%A de 23,2). Las di-
ferencias, tanto de tamarios de superficie como de diéme--
tros, presentan valores significativos, como queda reco-
gidd en la tabla 6, con valores de "t" de 3;4 y 2,7, res-—

pectivamente.

Las grificas 5 a 8 recogen una representacién
de los valores de las tablas 4 y 5, que dan una visién
mis directa de las posibles comparaciones que se puedan_
establecer entre los resultados‘obtenidos a los 10 y a

los 30 dfas de ayuno.
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De todo lo estudiado se deduce que conforme se
prolonga el tiempo de ayuno, las medidas obtenidas‘en
los granos c&lecicos disminuyen. Con esto no queremos de-
cir que los grénulos disminuyen en sf, sino que nos re-
ferimos a las "medidas obtenidas", puesto que es probable
que el producto caléificado'no pierda'materiales,‘no ha-
ciéndose menor pof lo tanto, sino que lo que puede ocu-
rrir es que a los 10 dfas, al ser las calcificaciones
menores en intensidad, los productos aparecen mis inicia-
les y como dilatados, mientras que, confofme pasa el tiem-
po y se intensifica la calcificacibn, los grénulos que-
dan como més-cohCretos y méjor delimitados, siendo nues~
tra opinibn que a eso se deben principalmente las dife~-

rencias de tamafio,

‘As{ pues, resumiendo, habria que pensar, a fal-
ta de otros estudios, que lo que sucede a los 30 dias
de ayuno es que las calcificaciones son mis intensas o
densas, ¥y tai vez se pierdan las partes més superficia-

les de los granos iniciales.,
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TABLA 4.-

Distribucibén de los difmetros mayores de los grénulos
célcicos en caracoles sometidos a 10 y 30 dfas de ayu-
no. En las tres primeras columnas se indican los limites
superior e inferior de cada intervalo y el valor medio
de los intervalos. Estos valores se expresan en micras.
Para cada tipo de caracol,n = nlmero de grénulbs com-
prendidos en el correspondiente intervalo; % = porcenta-
je que tales grénulos representan respecto al total de .
los medidos; %A = porcentaje que representan los grénu~
los comprendidos desde el correspondiente intervalo has-
ta el limite inferior de la distribuciébn.

A% = incremento de porcentaje desde 10 a 30 dfas; A%A =
incremento de %A desde 10 & 30 dias.
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TABLA 4

GRANULOS CALCICOS: DIAMETRO MAYOR

10 dias 20 dfas

Lim i|Lim s|Med I| n| % %A | n| % an | D% [A#r

0,314|0,6260,470| 8] 6,8] 6,8| 2| 2,7] 2,7| -4,1|-4,1
0,627|0,9%9]0,783|12110,3| 17,1}11|14,7| 17,4| 4,4] 0,3
o,940[1,252{1,096|16|13,7| 30,8{13]|17,3| 34,7| 3,6| 3,9
1,253]|1,565|1,409|16|13,7| 44,5{11}14,7| 49,4] 1,0| 4,9
1,566|1,878{1,722]|12]10,3] s4,8|17(22,7| 72,1| 12,4]17,3
1,879|2,191]2,035|24|20,5] 75,3|11|14,7| 86,8 -5,8{11,5
2,192|2,504|2,348] 3| 2,6 77,9 7| 9,3| 96,1| 6,7]|18,2
2,505{2,817|2,661 6,0| 83,9 96,1| -6,0[12,2
2,818|3,130|2,974 6,8| 90,7 | 96,1| -6,8] 5,4
3,121 3,443] 32,287 2,6] 93,3 2| .2,7| 98,8 o0,1] 5,5
3,484]3,75613,600| 3| 2,6 95,9 1| 1,3|100,1f -1,3] 4,2

W W 0~ W

3,757|4,070] 3,913 1 95,9 | 90
4,071 4,383 4,226 4 3,4 99’3 i "3,4 0’8
4,38414,69614,5%9] 1

0,8|100,1 -0,8
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GRAFICA 5.~

Poligono de frecuencias correspondiente a la distribucién

de los valores del difmetro mayor de los grénulos cllci-

cos de caracoles sometidos a 10 dias de ayuno (1fnea con-
tfnua) y 30 dfas de ayuno (lfnea de trazos). En abcisas
se representan valores de didmetro mayor en X; en ordena-

das se indican porcentajes.

Los distintos circulos indican, en cada caso, el porcen=-

taje de grénulos,
didmetro mayor se
diente intervalo.
sentadas sobre el
cibén del didmetro

sobre el total de cada muestra, cuyo
encuentra comprendido en el correspon- |
Las 1lfneas continua y de trazos repre-
eje de abcisas corresponden a la situa-
mayor medio en cada grupo de animales,
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GRAFICA 6.-

Distribucibén de los %A (indicados en ordenadas) para los:
valores del difmetro mayor (expresado en abcisas en X)
de los caracdles sometidos a 10 (1{nea continua) y 30
dfas de ayuno (lfnea de trazos).

Los diferentes circulos indican el %A que corresponde

a los distintos valores de diémetro mayor.
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TABLA 5.~

Distribucibn de la superficie de los grénulos cllcicos
en caracoles sometidos a 10 y 30 dfas de ayuno. En las
tres primeras columnas se indican los limites inferior
y superior y el valor medio de cada intervalo. Estos va-
lores vienen expresados en micras cuadradas. El resto

de parémetros tienen la misma‘significacién que en la
tabla 4. ' ' '
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TABLA 5

GRANULOS CALCICOS: SUPERFICIE

10 dias 30 dias
Lim i|Lim s|vMed I| n}| % | %A | n| % | %2 | A% | A%a
0,00| 0,87| 0,44 {28123,9] 23,9|18{24,0]|24,0} 0,1 0,1
0,88 1,74} 1,31[19]16,2] 40,1|17|22,7]46,7| 6,5 6,6
1,75| 2,61 2,18[18|15,4] 55,5|24|32,0]78,7|16,6|23,2
2,62| 3,48| 3,05{19|16,2] 71,7| 7| 9,3|88,0[-6,9|16,3
3,491 4,35 3,92 7{ 6,0 77,7| 4| 5,3]93,3|-0,7]15,6
4,36| 5,22| %#,79| 6| 5,1| 82,8] 3| 4#,0]97,3|-1,1|14,5
5,23| 6,09| 5,66| 4| 3,4} 86,2 97,3|-3,4]11,1
6,10| 6,97| 6,54 4| 3,4| 89,6f 1| 1,3{98,6{-2,1{ 9,0
6,98| 7,841 7,41| 3| 2,6| 92,2] 1| 1,3}99,9|-1,3| 7,7
7,85 8,71 8,28} 2| 1,7} 93,9 -1,7| 6,0
8,72] 9,58] 9,15| 1| o0,9| 94,8 -0,9] 5,1
9,59(10,45}10,02| 3| 2,6] 97,4 -2,6| 2,5
10,46011,32|10,89 97,4 0,0] 2,5
11,33[12,19{11,76 97,4) 0,0| 2,5
12,20|13,06|12,63 97,4 0,0] 2,5
13,07]13,94{13,50 97,4 0,0] 2,5
13,95014,81|14,38| 2 1,7 99,1 -1,7| 0,8
14,82)15,68{15,25| 1| 0,9|100,0 -0,9]
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GRAFICA 7.~

Polfgono de frecuencias correspondiente a la distribuciébn
de los valores de superficie de los grénulos célcicos de
caracoles sometidos a 10 (1fnea contfnua) y 30 dfas de
ayuno (lf{nea de trazos). En abcisas se representan valo-
res de superficie en micras cuadradas, y en ordenadas,
porcentajes. ‘

Los cfrculos y lfneas sobre el eje de abcisas como en la
gréfica 5. ’ |
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GRAFICA 8.~

Distribucibén de los %A (indicados en ordenadass) para los
valores de superficie (expresados en abcisas en micras
cuadradas) de los grénulos cllcicos en caracoles someti-
dos a 10 (1fnea contfnua) y 30 dfas de ayuno (1inea de
‘trazos)e. Los diferentes circulos indican el %A que corres-
ponde a los distintos valores de superficie.
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TABLA 6.-

Comparacién de los valores medios encontrados para el
difmetro mayor y la superficie en los grénulos célcicos
de caracoles sometidos a 10 y 30 dfas de ayuno, respec-
tivamente. '

Para cada tipo de caracoles, N = nfmero de grénulos me-
didosy X = valor. medio del didmetro mayor (éxpresado en
X) o de la superficie (expresado en micras cuadradas) de
los grénulos pertenecientes a los caracoles de 10 y 30
dfas de ayuno; Sp = error standard del correspondienté
valor medio, |

N = incremento para el correspondiente valor medio desde
10 a 30 dfas; t = resultado del test de comparaciéh de
medias al comparar los valores medios del correspondien-
' te parfmetro encontrados en el grupo de caracoles some-
tidos a 10 dfas de ayuno y en los sometidos a 30 dias,
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TABLA 6

GRANULOS CALCICOS: COMPARACION

10 dfas | 30 afas| A t
N 117 75
Difmetro mayor | X | 18320 15490 | -2830 | 2,7
Syl 850 630 |
N 117 75
Superficie X 2,00 1,96 '-1,04 - 344
Syl 0;26 0,15
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V. COMENTARIO



1., SOBRE LA CONSTITUCION GENERAL DE LA GLANDULA

Aunque algunos autores, como Russell-Hunter
(1968), consideran impropio el empleo del término '"he-
pato" y sus derivados para denominar la gléndula diges-
tiva del intestino de algunos Moluscos, hemos juzgado
que la estructura de esta glindula, tal como ha sido
deécrita, ofrece suficientes detalles que se pueden con-
siderar similares a los que ofrece el higado de Verte-
‘brados, como para no resultar inaceptable la denomina-

cibén de hepatopéncreas.

Por otra parte, en la moderna literatura, cu-
yos trabajos han utilizado ampliamente la microscopia
electrbnica, no resulta infrecuente'encontrar este tér-
mino (Abolins-Krogis, 1965, 1970; Bani, 1962; Aijén y
col., 1978), si bien es cierto que otros autores han
preferido referirse a este 6rgéno’con el nombre de gién—
dula digestiva (Sumner, 1965a, 1966a, 1969; Walker,
1970; Bowen y Davies, 1971). Por ello, hemos creido
oportuno considerar vAlidas ambas denominaciones y a
lo largo de este trabajo las hemos utilizado indistin-

tamente,

El hepatopéncreas de Helix aspersa se encuen-

tra constituido por una serie de elementos tisulares
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de diferente naturaleza., Entre tales elementos se en-
cuentran los de carécter glandular, con sus.regiones
propiamente glandulares 6 adenbmeros y sus conductos
excretores, los de naturaleza conectiva, las células
musculares y los conductos linfAticos. Los trabajos en-
contrados en la 1itefatura que trata del hepatopéncreas
de Gasterbpodos, tanto a microscopfa éptica como elec-
trénica, le dedican una especial atencibén a las estruc=-
turas glandulares, siendo précticamente ignorados, o
relatados de manera més o menos indirecta, los restan-

tes elementos.

El tejido conectivo, cuya disposicidn ha sido
mencionada por Billet y McGee-Russell <l955) y por Wal-
ker (1970), se encuentra interpuesto entre los adenbme-
ros glandulares, y aparece formado fundamentalmeﬁte por
fibrocitos, como elementos celulares, y fibrillas de
colégeno, como estructuras no celulares. Los fibrocitos
ofrecen generalmente un citoplasma muy ramificado, si=-
tuacibn 18gica, puesto que se trata de células qﬁe han
ido sufriendo confinuos y muy acfivos procesos de ex=-
pulsidn de material precolégeno, mediante la formacidn
de grandes vacuolas de exocitosis, que han venido a con-
formar poco a poco esa notable irregularidad_dél contor-

no citoplasmético. Las ramificaciones citoplasméticas
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de los fibrocitos pueden conectar entre sf, delimitan-
do lagunas de un contenido linfético, que vendrian a
constituir un sistema.de irrigacibn linfética de la
gléndula. Las lagunas terminan confluyendo en conducti-
llos linflticos de diverso calibre, tal como se relatd

en las observaciones,

En cuanto a las fibrillas de colégeno, ofrecen
una tipica estructura estriada, semejante a la que se
puede encontrar en el conectivo‘de los vertebrados.

El didmetro observado —— 400 X —=, as{ como su denso
empaquetamiento, se corresponde igualmehte con la situa-
cibén conectiva de animales superiores. No hemos llega-
do a observar en el tejido conectivo tipos célulares
diferentes de los fibrocitos, aunque Wagge (1951), Fret-
ter (1952) y Abolins-Krogis (1960, 1963b) han.descrito,
la existencia en &1 de células migradofas de caricter
amebocitico, que serfan las encérgadas del transporte

: de protefnas y sales cllcicas desde el hepatopéncreas
a otros lugares del individuo, para intervenir en los
procesos de regeneracién‘de la concha. Es posible que
estos amebocitos correspondan a células fibroblésticas
que en un determinado momento, ante las necesidades fi-
siolégicas relacionadas con la reparacién de la concha,‘

se transformen en elementos de carécter mbvil, que in-
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gieren y transportan los productos necesarios para la
citada regeneracibn. En nuestro caso, al utilizar ani-
males cuya concha se encontraba intacta, no se habria
producido esa transformaciﬁn, y ello explicarfa el que
no hallamds podido observar amebocitos en el presente

trabajo.

Entre las prolongaciones citoplasmlticas de los fibro-
citos y las fibras de colégeno se localizan células mus~
culares, cuya existencia ya fue detectada pof Walker
(1970), aunque la descripcibdn que de ellas ofrece resul-
ta bastante pobre. El carécter més diétintivo de estas
células es la existencia en su citoplasma de gran'can-
tidad de miofilamentos, que pueden ser finos y gruesos,
igual que sucede en las células musculares liéas (o} éstria;
das de los vertebrados. Pero a diferencia de éstas, los
filamentos de las células musculares del hepatopéhcreas
de.Helix no muestran uniformidad en cada tipo, sino que
los gruesos ofrecen la peculiaridad de ofrecer una va-
~riedad de diémetros, lo que podria corresponder, como

ya se apuntd en las observaciones, a la posibilidad de
existencia de un Gnico tipo de miofilamento grueso, pe-
ro con diferente grosor en distintas porciones de su
longitud, por lo cual, él ser seccionado en diferentes

niveles, se observa en los cortes como de diémetro va-
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riable. Si esta posibilidad fuera cierta, al aparecer
en una misma secci6n diversos diémetros, habriamos de
concluir que los filamentos gruesos no se situan todos
al mismo nivel, situacibdn drésticamente diferente de

la encontrada en las células estriadas. Por ello, coin-
cidiendo con la opinién de Walkér (1970) hemos califi-
cado a las células musculares del hepatopéncreas como

pertenecientes al tipo liso.

- La presencia de las cé&lulas musculares en el
hepatopéncreas de Helix vendrfan a explicar la situacibn
contréctil de este brgano, propiedad que ha sido expues-

ta por Nakazima'(1956).

'Loé elementos de caricter propiamente giandu—
lar se encuentran constituifdos por adenbmeros, cuya es-
trgctura comentamos con posterioridad,‘los,cuales vie-
nen a desembocar en pequerios conductillos excretores,
fruto de la dicotomfa de éondtctos mayores, los. cuales
terminan confluyendo en un éran conducto de localiza=-
cibén lateral dentro del hepatopédncreas, el cuil va si-
guiendo la hélice desérita por ésté, hasta desembocar
en él intestino. Aunque en‘esta tesis hemos dedicado
una atencién preferente a la situaciédn adenomérica, se

ha podido comprobar que los conductos excretores se ha-
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llan revestidos por un epitelio, cuyas células ofre-

cen una superficie apical ciliada, como ya habfa sido
mostrado por Walker (1970). En la luz de los conductos
se puede detectar frecuentemente una masa de material
digestivo, entre el gque pueden observarse algunos res-
tos celulares procedentes de la excrecién de productos
por parte de algunas células de los adendmeros. Muy pro-
bablemente los cilios de las células epiteliales se en-
cuentran favoreciendo el avance del citado material di-

gestivo a lo largo de los conductos excretores.

- 177 -



2. SOBRE LA ESTRUCTURA GENERAL DEL ADENOMERO

Desde el trabajo inicial de Barfurth (1883),
las numerosas descripciones efectuadas sobre los adenb-
meros del hepatopéncreas de Gasterbdpodos Pulmonados,
han venido a coincidir en la existencia de tres (Baec- -
ker, 1932; Van Weel, 19503 Fretter, 1952; Nakazima,
1956) o cuatro tipos celulares (Sumner, 1965a, 1966a;
Walker, 1970; Aijén y col., 1978). En el presente tra-
bajo hemos podido constatar que realmente existen sufi-
cientes variaciones estructurales dentro dé las distin-
tas células hepatopancrééticas como para diferenciar
claramente los Citados_cﬁatrovtipos (digestivas, excre-
toras, célcicas y oxifiias); pero ademds hemos descrito
una nueva forma, que hemos denominado como de "citoplas-
ma fluido", la cual ofrece unos caracteres que no pode=-
mos ajustar perfectamente a los presentados por las cé-
lulas digestivas.o las excretoras, aunque, ciertamente,

parece estar emparentada con estos tipos celulares,

Si bien la realidad estructural de los diver-.
sos tipos celulares resulta incuestionable, se ha dis-
cutido en la literatura sobre la posibilidad de que,
desde el.punto de vista de la diferenciacibn de los ele-
mentos celulares, algunos de esos tipos coincidan, es

decir que células que ofrecen caracteres estructurales
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diferentes no serfan sino la observacién de dos momen-
tos metabdlicos diferentes de un mismo tipo celular.,
Tal posibilidad ha sido apuntada por algunos autores
(Fretter, 19523 Billet y McGee-Russell, 1955; Aijén y/
col,, 1978) para las células digestivas y excretoras.
En efecto, nosotros hemos encontrado'suficientes deta~
lles que hablan en favor de esta hipétesis, si bien
sobre este aspecto no se puede aventurar una rotunda
afirmacién hasta que no se lleven a cabo trabajos con
una especial metodologfa, encaminada en ese sentido de
la investigacién hepatopancreftica. No obstante, como
deciaﬁos, es nuesfra opinibén que las células excretoras
,procéden de las digestives mediante una profunda inten-—
sificacibén de los procesos 1litico-digestivos, que de-
terminan la apaficién de una gran cantidad de cuerpos
densos, los cuales vienen a ocupar la mayor parte del

citoplasma,

Por otra parte, David y Gotze (1963) encuentran
una semejanza entre las células célcicas y las digesti-
vas, que podrfa indicar un origen quﬁn. En este sen-
tido nosotros hemos podido detectar que la célula diges-
tiva, asi como la excretora, puede presentar una calci-
ficacibn inicial en alguno de sus cuerpos densos, que

podr{a representar un primer estadfo en la diferencia-

- 179 ~



cién de células de tipo chlcico. Igualmente , una rela-
cién entre las células excretoras y cllcicas ha sido
apoyada por Thiele (1953) y Sumner (1965a), aunque en
un sentido opuesto, ya que estos éutores defienden la
procedencia de las células excretoras a partir de las

cllcicas, por degeneracibén de &stas.

En cuanto a las células ox{filas, su realidad
estructural parece fuera de toda duda, aunque a veces
pudiera presentarse la posibilidad de catalogar como
perteneciente a este tipo, trozos de citoplasma corres-
pondientes a otras clases de células hepatopancreéticas,
ya que la gran irregularidad de estas células determi-
na que, en los cortes histolégicos‘para microscopia
‘electrbnica, aparezcan numerosas porciones citoplasmé—
ticas aisladas que, en ocasiones, se presentan'cargadas
de mitocondrias, por lo que podrian confundirse con cb—
lulas oxifilas, traténdose realmente de un trozo de ci-
toplasma que»ofrece unos caracteres similares a los
de ese tipo.celular, pero que pertenece a‘una célula
‘que, al considerarla en su totalidad, debe calificar-
se como perteneciente a otro tipo. En la bibliografisa
la opinién mis generalizada es la que defiende que las
células oxifilas (o delgadas) son células indiferencia-

das que terminarin transforméndose en células c&lcicas
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o digestivas (McMunn, 1900; Thiele, 1953%; Sumner, 1965a;
Walker, 1970). En nuestro estudio, las células de "ci-
topiasma fluido" podrian derivar de las ox{filas, como
ya se apuntd en el apartado de observaciones, constitu-
yendo un paso intermedio én la diferenciacibn de tales
elementos hacia células digestivas, con cuyos citoplas-

mas presentan notables semejanzas.

En resumen, parece'probable que las células
del adenbémero hepatopancredtico sufran grandes varia-
ciones estructurales en distintos momentos de su vida,
lo que vendria a»traducirse en una nbtable interconver-
sibn de unos tipos celulares en otros. Esta situacién
resulta especialmente posible para el caso de las célu-

las digestivas y excretoras.,

Los diferentes. tipos celulares muestran ﬁna
gran irregularidad de su superficie, que determina la
existencia de una variada gama de contactos intercelu-
vlares. A nivel de estos contactos se pueden detectar di-
versas diferenciaciones de 1la membfana plasmltica, que
ofrecen dos significéciones distintas. Por una parte,
las hay que contribuyen a mantener la cohesibén celular,
mientras que otras dan lugar a la existencia de pequefios

canalfculos intercelulares.
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Entre las diferenciaciones de la membrana plas-
matica que ayudan a la cohesién celular caben citar las
condensaciones que aparecen, en todas las células, en
los niveles apicales de las caras laterales, donde con-
tactan con sus vecinas, situacién observada en el presen-
te trabajo, cpnfirmando las descripciones de Sumner (1966a).
Las citadas condensaciones, que corresponden al tipo de
banda de cierre descrito en Mamiferos por Palay y Karlin
(1959), dificultaria asimismo el paso de productos desde
los espacios intercelulares hacia la luz de los adendme-
ros. Igualmente, favorece la adherencia entre células
'adyacentes ia existencia de muchas y profundas interdigi-
taciones, Qﬁe son las determinantes de qué, en las seccio-
nes histolégicas para microscopia electrénica, aparez-
can gran canfidad de pequenas porciones citoplasmétiéas,
qﬁe dan la.impresién de encontrarse aisladas entre por-
ciones celulares ;ecinas,qué se observan con mayores di-

mensiones,

En algunos casos, las-membranas plasméticas de
las caras laterales de células vecinas se encuentran es-
trechamente adosadas, de manera que el espacio interce-
lular es mfnimo. Pero también es muy frecuente la exis-
tencia de espacios intercelulares més o menos dilatados

que se disponen entre células adyacentes. Como ya se ha
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expuesto en las observaciones, hemos llegado a distinguir
hasta cinco tipos diferentes de tales espacios, y en uno
de ellos la situacibén parece ser muy similar a la de los
canalfculos biliares del higado de mamiferos, con una
profusa disposiciédn de cortas microvellosidades, distri-
buidas irregularmente., La exiétencia de espacios amplios
entre las células del adenémero hepatopancredtico ha si-
do descrita en Lamelibranquios por Sumner (1966c¢), el
cual no llega a obsérvar diversidad morfoldgica en ellos,
limiténdose a indicar que se da preferentemente hacia
la base de las células y que su‘misién podria estar en
relacién con la penetracién de ameboéitos entre ios ele-
mentos celulares de 1los adenémeros.-No obstante, en nues-
tra opinién, los espacios intercelulares, con una exten-
sa diétribucién y una morfologia tipica, deben'cumplir
ademés Qtras misiones, como el drenaje de productosyiné
tercelulares, ya que las células de carfcter amebocitico
suelen tener la facultad de atravesar barreras de natu-
raleza epitelial, mediénte'una gradual separacidn de
células adyacentes, y pof lo tanto no seria precisa la
previa existencia de canales intercelulares, aunque, por

supuesto, éstos pueden favorecer la citada penetracién.

La superficie apical de las células hepatopan-

creldticas ofrece, en la mayoria de los casos, la presen-

- 18% -



cia de microvellosidades, de mayor o menor longitud y
dispuestas mls o menos densamente, segin los tipos celu-
lares., Donde mayor escasez muestran es en las células
excretoras, como resultado de los intensos procesos

que caracterizan a este tipo celular. Coincidimos con
Suﬁner (1966a) en la observacién de microfilamentos en

el interior de las microvellosidades, que son semejantes
a los descritos en las de células del epitelio intesti-
nal de mamiferos (Palay y Karlin, 1959; Brown, 1962;
Millington y Finean, 1962; Kjaerheim, 1963; McNabb y
Sandborn, 1964), Asimismo, en la superficie de las micro-
vellcsidades hemosipodido deteétar un fino material amor-
fo que podria ser similar al gliéocalix de las citadas
células de mamiferos, si bien esta semejanza debe ser |

confirmada mediante estudios de caracter citoquimico.
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3., SOBRE LA SITUACION MITOCCONDRIAL

Las mitocondrias han sido catalogadas por Leh-
ninger (1977) como las centrales energéticas de la cé-
lula, para significar que se trata de orgénulos-capaces
de sintetizar ATP, el cual se utiliza en las necesidades
'hetabélicas y fisiolégibas de lé'célula. En general, la
localizacién mitocondrial puede variar segun los diferen-
tes lugares citoplasméticos en los que se necesite un
aporte de energfa; es decir; la concentracién de las mi-
vtocondrias puede sufrir variaciones, relacionadas con

los diferentes requerimientos energéticos en distintas

. zonas citoplasméticas (Fawcett, 1966; De Robertis y col.,

1977). En este sentido, cabe destacar que es frecuente
en las células glaﬁdulares del hepatopéncreas de Helix
aspersa, ﬁna-abundante localizacidn de mitocondrias en
las zonas apicales delbcitoplaéma (Sumner, 1966a; Abo-
lins-Krogis, 1970), encontrindose entremezcladas con ve-
sficulas de pinocitosis que penetran hacia el cifoplasma
desde la base de las microveliosidades. Tal situaciédn
resulta légica, puesto que los fenémenos pinocitédticos

necesitan para su realizacibén de un aporte de energfa.
En las células célcicas es fécil encontrar una

localizacibén basal de las mitocondrias. No es de extra-

fiar tal situacién, ya que en estos niveles, seglin Abo-~
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lins-Krogis (1968), se da una liberacién de elementos
cédlcicos hacia el conectivo subyacente, proceso que, muy
probablemente, ha de llevarse a cabo.con el consiguien-

te consumo de ATP.

De los diferentes tipos celulares del 6fgano
glandular objeto de nuestro estudio, en donde se~ha ob-
servado una mayor concentrécién mitocondrial ha sidoren
las células oxifilas, mientras que las excretoras son
las més pobres en mitocondrias, como ya fue mostrado pof
Sumner (1965a) y Walker (1970). Esta pobreza en este ti-
-po de orgénulos es probablemente debida a que los proce-
sos liticos que tienen lugar en las células excretoras

han llegado a degradar un buen nimero de ellos.

Los dos tipos de estructura mitocondrial descri-
tos en las observaciones (mitocondrias de matriz densa
con crestas triangulares y mitocondrias de matriz clara
con crestas filémentosas) debén de corresponderse con
situaciones funcionales diferentes, puesto qué, como
apunta Lehninger (1964, 1977) y Fawcett (1966), la estruc-—
tura mitocondrial puedé sufrir variaciones en relacién
con la actividad metabdélica de las células que las con-
tiene.vEntra dentro de lo posible que sea el tipo'ciaro

el menos funcional, puesto que generalmente aparece en
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las células excretoras, que son elementos cuyo citoplas-
ma no se encuentra en una situacibén metabblica muy acti-
va, ya que gran parte de sus componentes han sido lisados
Y excretados. No obstante, en las mitocondrias hepatopan-
greéticas se aprecia una proporcionalidad inversa entre
la densidad de la matriz y el nimero de crestas, situa-
cién ya establecida por Grundmann (1967) para la genera-
lidad celular; es decir, las mitocondrias densas suelen
tener menor nimero de érestas que las claras, 1o que pa-
rece indicar que estas (ltimas son més activas que las
densas, contrariamente a nuestro anterior razonamiento..
Por ello, como ya decfamos, solo nos cabe suponer que lé
funcionalidad de ambos tipos mitocondriales debe ser dis-
tinta, sin poder entrar en més detalles, fuera de estos

l1imites.

En cuanto a las relacioneé mitocondriales, des-
taca en las células clAlcicas la disposicibén de cister-
nas de retfculo endoplasmitico rugoso que abrazan estre-
chgmente a las mitocondrias. Esta imagen résulta bastan=-
te frecuenté, habiendo sidb descrita ya por Fawcett (1966);
en células de mamiferos. Pero mientras Fawcett opina que
podria sér una yuxtaposicidn transitoria entre los dos
orgénulos citoplasmiticos para ia utilizacién local de

energfa, es nuestra opinién que, en las células del 6r-
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gano que nos ocupa, esta relacién no es sino el comien-
zo de una gradual transformacién mitocondrial en grénu-
los célcicos, fenbémeno que ya ha sido sefialado por Abo-

lins-Krogis (1968).

Otro tipo de transformaciones mitocondriales
que se aprecia en las células hepatopancreéticas aéaba.
con la degradacibén de estos orgénulos en el interior de
cuerpos densos., Tal degenefacién de las mitocondrias re-
sulta muy'frecuente en las células digestivas y excreto-
ras, habiendo sido observados por nosotros los sucesivos
grados de incorporacidn a citolisosomas y de digestién'
en el interior de ellos. Esté situacién de degradacién
mitocondrial en vacuolas autofigicas ha sido descrita
en células de animales superiores'por Novikoff y Essner

(1962).

En resumen, las mitocondrias muestran en las
células ‘del hepatopéncreas de Helix una notable variabi-
lidad en lo referente a ntmero, localizacién, estructura
interné, relaciones con otros elementos y transformacio=-
nes, que viene a mostrar el intenso dinamismoumorfofisio-

1l6gico que caracteriza a tales células.
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4, SOBRE LAS OBSERVACIONES DE CUERPOS DENSOS

| La existencia de gran cantidad de cuerpos den-
sos es un caracter tipico del citoplasma de las células
hepatopancreéticas de Helix. Talés cuerpos densos se en-
cuentran, en todos los casos, rodeados por una membrana,
siendc las células excretoras las que los contienen en
mayor cantidad, y en nﬁméro algo inferior las digestivas.
Los diferentes tipos de estos elementos-parécen corres-
ponder a distintas situaciones lisosémicas, éomo ha po-

" dido demostrarse por Sumner (1969) y Bowen y Davies (1971).

En los estudios ultraestructurales’ que,ufili-
zan la microscopia electrbénica, es fundamental la elec-
cién de un fijador adecuado a las estructuras que se ha-
yan de observar. Asi, Sumner (1966a) llama la atencién
sobre la diferente imagen que se puede conseguir segin
el fijador que se utilice. Esta consideracién es de gran
interés cuando se trata de investigar las eétructuras
de carécter lisosémico. Para este tipo de estudios uno
de los mejores fijadores debe ser el glutaraldehido, pues-
to0 que preserva muy favorablemente a los enzimas, y los’
cuérpos deﬁsos de las células hepatopancreéticas poseen
un considerable contenido enzimAtico (Billet y McGee-
Russell, 1955; Rosenbaum y Ditzion, 1963%; Sumner, 1965a,

'19663,’1969;‘Bowen, 1970; Walker, 1970; Bowen y Davies,
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1971). En nuestro trabajo, en efecto, hemos empleado el

glutaraldehido como fijador.

Fn el presente trabajo se hén podido obser&ar
miltiples cuerpos dehsos, que han sido agrupados en cua-
tro tipos fundamentales. A continuacién, temiendo en cuen-
ta nuestras observaciones, vamos a tratar de establecer |
la significacidén de tales tipos, si bien hemos de tener
presente las dificultades que ello entrafia cuandd‘Se con-
sideran tan solo estudios de carécter morfolégico, pues—-
to que para disponer de una cierta seguridad se hace pre-
ciso acudir a investigaciones citoquimicas y autoradio-

gréficas.

Dentro del tipo I hemos considerado tres clases
de formaciones (a, b, ¢). Los cuerpos Ia, de pequefio ta-
mafio y contenido denso separado de la membrana 1imitant¢'
por un halo ciaro, responden a la estructura qué suelen
presentar los lisosomas primarios. Los elementos Ib, asi-
mismo pequefios, pero con un contenido griséceo y homogé-
néo, parecen representar vacuolas de pinocitosis, inge-
ridas a partir de 1la superficie apical; efectivamente,
esta suposicién concuerda con la frecuente localizacién
apical de este tipo de estructuras. En cuanto a las for-

maciones Ic, de mayor tamahio pero con una estructura se-
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me jante a las Ia, podrian corresponder a lisosomas pri=-
marios de mayor tamafio, producto de la fusién de vesi-
culas Ia, o bien a lisosomas secundarios de reciente for-

macién, merced a la unién de elementos Ia y Ib.

Los grahos'tipo II, con un contenido homogéneo
y griséceo, parecen haberse forﬁado por fusién de vesi-
culas de micropinocitosis. Se trataria, por lo tanté,'de
estructuras que todavia no estén implicadas en procesos
degradativos, en tanto no se unan a cuerpos lisosémicos.
Estas vacuolas se corresponden, al parecer, con las des-—
.critas en la literatura, desde Krijgsman (1928), como
_grénulos verdes que, segin Walker (197C), tienen una com-
posicidén a base de proteinas y polisacéridos. La proce-
dencia sugerida en este comentario, a partir de vesicu-
las de micropinocitosis, parece estar de acuerdo con las
ideas de Sumner (1965a) y Walker (1970),. que afirman que
los granulos verdes son aclmulos de material reciehtémen—
te ingerido. No nos parece adecuada la hipdtesis de Krijgs—‘
man (1928) y Thiele (1953), que habla en favor de una
transformacién de grénulos amarillos para dar origen a

los verdes.

El tipo III de granos, que ofrece un contenido

denso y granular que no llega a ocupar toda la zona que
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se dispone dentro de la membrana limitante, parece co-
rresponderse en la bibliograffa con las vacuolas que
contienen grénulos amarillos, descritas por numerosos
autores (Sumner, 1965a, 1966a; Billet y McGee-Russell,
1955; Walker, 1970). La composicién de tales granulos
amafillos es fuhdamentaimente lipofuchina (Sumnér, 1965a),
con una morfologia semejante a los granos de este produc-
to encontrados en tejidos de mamiferos (Duncan y col.,
196C; Malkoff y Stréhler, 196%; Goldfischer y Bernstein, .
1969), De nuestras observaciones parece deducirse, aun-
que no se pueda asegurar definitivamente, que el conte-
nido de los granos tipo III procede de la degradacidn de
mitocondrias, frutobde un proceso de digestidnj; por 1o
tanto, caso de confirmarse esta procedencia, se trataria
de‘citolisosomas o, al menos, de vacuolas con un conte-

nido parcialmente citolisosémico.

En cuanto a los granos tipo’IV, con un conteni-
do claro y fibrogranular; podrfan incluirse entre los
fagolisosomas, induciéndonos a pensar esto su localiza-
cidn media o basal en el citoplasma;~puesto,que a estos
niveles ya se habria podido producir la fusién de vesi-
culas de pinocitosis con lisosomas primarios, aunque,
kpor supuesto, otros modos de formacién de‘estos_elemen—‘

tos no pueden ser descartados.
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De cualqﬁier forma, aunque de momento la cata-
logacidén exacta de su procedencia no pueda nada més que
sugerirse, 10 qué si es seguroc es que todas estas formas
vacuolares se encuentran muy relacionadas entre sf, co-
~mo se demuestra por la existencia de numerosas formas
intermedias, mezcia de las anferiores;'y asimismo rela-

cionadas con los procesos degradativos celulares.
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5. SOBRE LOS GRANOS CALCICCS

Los grénulos cédlcicos son estructuras tipicas
del tipo'celular del mismo nombre. I.a estructura en ani-
‘1los concéntricos observada en el presente estudio, en
su situacidén de madurez, éoincide plenamente con la des-
crita por otros autores, tanto en el hepatopéncreas de
‘Gasterdépodos como de otros grupos de animales (Bévelan-
der y Benzer, 1948, Bani, 1962; Abolins-Krogis, 1965;
Sumner, 1966a; Kapur y Gibson, 1968; Stanier y col., 1968;

Walker, 197C; Becker y col., 1974; Navascués y col;, 1978).‘

la localizacién de los granos cilcicos es pre-
ferentemente basal, lo cual concuerda con la afirmacién
de Abolins-Krogis'(l968) de que estos elementos, después
de haberse descompuesto, van a abandonar la célula chl-
cica por su base, para pasar al conectivo de 15 base del
adenémero. Asimismo, esta suposicién parece verse favo-
recida por la especial situacibén de las células célcicas
hacia las partes inferiores de las unidades fundamenta¥
les del hepatopéncreas, por debajo de células digesti-

vas y excretoras.
Las células cllcicas presentan un retfeulo en-

doplasmético rugoso relativamente abundante, que se dis-

pone entre los granos de calcio (Abolins-Krogis, 1965;
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Sumner, 1966a; Walkér, 1970). Esta disposicibn resulta
corresponder a un tipo celular con unas émplias activi-
dades de sintesis proteica, ya que en la composicién de
los granos célcicos, ademés de las sales minerales, in-
terviene una matriz orgénica, constituida fundamentalmen-

“te por proteinas (Abolins-Krogis, 1960, 1965).

TLas imégenes de grénulos célcicos iniciales,
que podrian corresponder a los granulos "b" de Abolins-
Krogis (1965, 1968) o a las formas inmaduras de Walker
(197¢), presentan una caracteristica semejanza con cier-

~tas transformaciones que pueden sufrir mitocondrias Yy
cuerpos densos, por lo gue cabe la posibilidad de que

su origen se situe en estos dos tipos de orgédnulos, si
bien durante el préceso de formacidn contribuya, en ma-
yor o menor medida,el ret{culo endoplasmédtico rugoso y
el aparato de Golgi, como ha defendido Abolins-Krogis
(1965). En relacién con la procedencia a partir de mito-
condrias, hemos de destacar la constante.presencia, y

en namero relativamente elevado, -en las células cél-
cicas de formaciones mitocondriales bastante densas'y
rodeadas intimamente por cisternas de reticulo endoplas-
mético rugoso; esta situacidén podfia representar el pun-
to de partida de una serie de transformaciones que con-

dujeran a la constitucién del grano calcico.



6. SOBRE LAS MODIFICACICONES INDUCIDAS POR EL AYUNO

La situacién de ayuno en los caracoles provoca
en las células de la gléndula digestiva una destrucciébn
de muchas de sus estructuras, que, si el tiempo de ayu-
no resulta muy prclongado, puede llegar a la total des-
truccidn celuiar, probablemente gracias a la accién auto-
litica de la variedad de cuerpos densos ekistente en el
citoplasma de estas célﬁlas. Esta situacién de total des-
‘truccidén es muy frecuentemente observada a los 100 dias
de ayuno, si bien, como hemos expresado en las observa-
ciones, no guiere ello decir que toda la gléndula se en-
cuentre en situacién de destruccidn. Es probable qﬁe los -
materiales que estén siendo autodigeridos vayan a ser.
utilizados en otras partes del animal, para su manteni-
miento. Por otra parte, las destrucciones‘celulares no
pueden ser'debidas a la muerte del animal correspondien-
te, puesto que en todos los casos, antes de la extrac-
cién de la gléndula, se procedié a comprobar la super-

vivencia del caracol.

En el estudio de Sumner (1965a) se han referi-
do diversos cambios celulares con un incremento progre-
sivo de los dias de ayuno, que parecen estar de acuerdo
con nuestras Qbservacionés. Asi, este autor comprueba

un sucesivo incremento del tamano de las vacuolas, acom-
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pafiado de una reduccién de su ntmero. Segin é1, por en-
cima de los 65 dfas de ayuno es imposible diferenciar
las células digestivas de las excretoras, hecho que nos
parece explicable, ya que las células digestivas, en su
progresivo aumento del estado litico, favorecido por el
ayuno, irfan transformandose en excretoras. 1.0 que si
parece curioso en el trabajo de Sumner és que eétos can-
bios suceden cuando los animales se mantienen en condi-
ciones artificiales de ayunQ prolongado, pero cuando se
encuentran en situacién de hibernacidn natural, la estruc-
tura hepatopancreética es similar a la de caracoles con
un corto periodo de eyuno. Estos hallazgos requiéren pa-
ra su explicacibén de trabajos adicionales, pero nos per-
miten supcner que la hibernacidén es un fendmeno que ha
sido preparado en el animal por uﬁa especial disposicién

metabdlica.

Junto a la destruccidén de las células adenomé-
ricas, se asiste, con el ayuno prolecngado, a un aumento
de la observacidn de estructuras conectivas de la base.
?or lo tanto, los distintos eleméntos dql hepatopéncreas
muestran distinta reaccidén y labilidad frente a las don—

diciones de ayuno prolongado.

Por Gltimo, los estudios de caricter cuantita-

tivo que se han llevado a cabo en la presente tesis, nos
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han conducido a determinar, de forma més objetiva, algu-
nas transformaciones sufridas por ciertas estructuras
citoplasméticas, como son gotas lipidicas y gréanulos cll-
cicos, transformaciones que no son apreciables mediante
el simple estudio morfolégico. Los resultados obtenidos
indican que a los 10 dias 4+ ayuno las gotas lipidiéaé
son de menor tamano que a los 30 dias,.mientras que la
situacién contraria se da en el caso de los grénulos cll-

cicos.

Los resultados encontrados en estos anélisis
pueden ser considerados comno significativos; para la rea-
lizacidén de comparaciones, puesto que las condiciones me-
todoldgicas en las que se han efectuado las determinacio-
nes cuantitativas han sido semejantes en los grupos de
caracoles sémetidos a 10 y 30 dias de ayuno., Las influen-
cias de orientacidn, eleccidn de diferentes tamahnos, etc.
han debido ser similares en ambos grupos de animales al
escoger las secciones de manera aleatoria, y dentro de
cada una de ellas elegir igualmente al azar los distin=~

tos elementos que iban a ser medidos.
Tia explicacidén de la disminucidén de tamafio de

los granos cdlcicos podria estar en una mayor concrecidn

de los mismos al sumentar el tiempo de ayuno, detida a
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una intensificacién de la calcificacidn. También podria
sucederbque la situaciédn de ayuno prolongado alterara,
de alguna manera que desconocemos, el comportamiento me=-
tabblico de las células chlcicas, produciendo granos de

dimensiones més reducidas.

Por lo que se refiere a 1és gotas lipidicas, el
incremento de taméﬁo observado con la prolongacién del
ayunc desde 10 a-3%0 dias parece contradecirse con lo
que podria esperarse a priori, puesto Que lo 1égico’es
que, al utilizar el.animal materiales de reserva, como
son los lipidos, tales estructuras se hiciefan MEenores.
No obstante, parece probable que, en efecto, se de‘esa
utilizacién lipidica, pero al mist tiempo suceda una
fusidbén gotas lipidicas entre si, con 10 que, en conjun-
to, el tamaﬁo de éstas se verfa aumentado significativa-

mente, como se deduce de nuestro estudio cuantitativo.
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VI, CONCLUSIONES



Del estudio efectuado se desprenden las si-

guientes conclusiones:

12, Ei hepatopélncreas de Helix aspersa es una
profusa gléndula tébulo-acinosa constitufda por unidades
elementales,. que vierten sus productos de secrecibn a
canalficulos gque desembocan en un gran conducto general
de caricter intestinal. La base de las unidades elemen-
tales esté constituida por elementos conectivos, muscu-

lares aislados y sacos linféticos.

28 Cada'unidad fundamental esté formada por
células imbricadas entre sf, que ofrecen'imégenés de
aspecto diferente. Distingﬁimos una imagen digestiva,
una imagen excretora, una imagen c&lcica y una oxinti- -
cae. Al menos las dos primerés podrfan ser estados fun-

cionales diferentes de un mismo tipo bésico,.

38,- El carécter de la superficie apical de
las células, el modo de relacibn de sus caras latera-
les, sus canalfculos intercelulares con pequefias micro-
vellosidades y los grénulos de células esparcidas por
la basal, apoyan decididamente lq denominacién de he-

patopéncreas..

- 201 -



42,- Existe una intensa actividad 1{tico-diges-
tiva, que va desde iniciales fenbmenos de micropinoci-
tosis hasta la formacibdn de cuerpos residuales y gran-
des bolsas de excrecibn, pasando por los demésvestadios
intermedios. La imagen es la de una gléindula destinada

a su propia digestibn.

52,- En el citoplasma de las células hepatopan-
crefticas se comprueba un proceso de transformacibn de
las mitocondrias en pequeilas vesiéulas y sacos aplana-—
dos, por un lado, y en cuerpos densos relacionados con
reticuio endoplasmético rugoso, por otro, pudiendo su~

frir é&stos Gltimos ulteriores procesos de calcificacibn.

6a,- Las células chlcicas y sus correspondien-
tes grénulos se localizan preferentemente hacié la base
de los adenbmeros, sin que hayan podido detectarse‘imé-
genes de relaciéﬁ entre las mismas y los sacos linféti-
cos. Estas células, como los demés tipos, contienen con-

siderable cantidad de gotas lipidiczs.

7a,-~ Al someter a los caracoles de la especie
Helix aspersa a un ayuno prolongado, se ocasiona uﬁ in-
cremento de los procesbs 1fticos o degenerativos de los
componentes celulares constitutivos de los adenbmeros y

un aumento de fenbmenos de proliferacibdn conectiva.

- 202 -



82,- El1 ayuno proiongado propqrciona inicial-
mente aumento de las imigenes de transformacibdn mitocon-
drial y profusibén de membranas citoplasméticas, con fi-
guras en panal, y mAs tardfamente considerables destruc-

ciones y alto grado de friabilidad tisular.

93,~ Con el ayuno se incrementa el tamafio de
las gotas lipidicas, a la vez que se produce una mis
intensa calcificacibn de los grénulos de las cé&lulas
célcicas,vconblé consiguiente concrecibn y limitacibn

de su superficie,

102,- E1 hepatopéncreas de Helix éspersa se pre-
senta como un modelo ﬁtil para el estudio de las trans-
formaciones y modificaciones que los orginulos celula-
res sufren ahte condiciones de stress metabblico, modi-
ficaciones principalmente referentes a la accibn de los

enzimas lisosémicos y a la versatilidad mitocondrial,
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