W/

il |

Universitat de Girona

MECANISMES CEL-LULARS EN LA CURACIO
DE FERIDES A Hirudo medicinalis

Gemma HUGUET i BLANCO

ISBN: 978-84-690-5677-3
Diposit legal: GI-1107-2008
http://hdl.handle.net/10803/763 |

ADVERTIMENT. L'accés als continguts d'aquesta tesi doctoral i la seva utilitzacié ha de respectar els drets
de la persona autora. Pot ser utilitzada per a consulta o estudi personal, aixi com en activitats 0 materials
d'investigacio i docéncia en els termes establerts a I'art. 32 del Text Refds de la Llei de Propietat Intel-lectual
(RDL 1/1996). Per altres utilitzacions es requereix l'autoritzacio prévia i expressa de la persona autora. En
qualsevol cas, en la utilitzaci6 dels seus continguts caldra indicar de forma clara el nom i cognoms de la
persona autora i el titol de la tesi doctoral. No s'autoritza la seva reproduccio o altres formes d'explotacio
efectuades amb finalitats de lucre ni la seva comunicacié publica des d'un lloc alié al servei TDX. Tampoc
s'autoritza la presentacio del seu contingut en una finestra o marc ali¢ a TDX (framing). Aquesta reserva de
drets afecta tant als continguts de la tesi com als seus resums i indexs.

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis doctoral y su utilizacion debe respetar los
derechos de la persona autora. Puede ser utilizada para consulta o estudio personal, asi como en
actividades o materiales de investigacion y docencia en los términos establecidos en el art. 32 del Texto
Refundido de la Ley de Propiedad Intelectual (RDL 1/1996). Para otros usos se requiere la autorizacion
previa y expresa de la persona autora. En cualquier caso, en la utilizacion de sus contenidos se debera
indicar de forma clara el nombre y apellidos de la persona autora y el titulo de la tesis doctoral. No se
autoriza su reproduccion u otras formas de explotacion efectuadas con fines lucrativos ni su comunicacion
publica desde un sitio ajeno al servicio TDR. Tampoco se autoriza la presentacion de su contenido en una
ventana o marco ajeno a TDR (framing). Esta reserva de derechos afecta tanto al contenido de la tesis como
a sus resumenes e indices.

WARNING. Access to the contents of this doctoral thesis and its use must respect the rights of the author. It
can be used for reference or private study, as well as research and learning activities or materials in the
terms established by the 32nd article of the Spanish Consolidated Copyright Act (RDL 1/1996). Express and
previous authorization of the author is required for any other uses. In any case, when using its content, full
name of the author and title of the thesis must be clearly indicated. Reproduction or other forms of for profit
use or public communication from outside TDX service is not allowed. Presentation of its content in a window
or frame external to TDX (framing) is not authorized either. These rights affect both the content of the thesis
and its abstracts and indexes.



http://hdl.handle.net/10803/7631

T WVUGCUET

TESI DOCTORAL/

MECANISMES CEL.LULARS EN LA CURACIO
DE FERIDES A HIRUDO MEDICINALIS

Memoria presentada per Gemma Huguet
i Blanco per optar al grau de Doctor en
Ciencies Biologiques

Girona, 1994

& et

Vist i plau de la directora Dra.
M2 Lluisa Molinas de Ferrer:

Universitat de Girona
Biblioteca

Departament de Biologia
UNIVERSITAT DE GIRONA



A en Miquel, 1'Helena i I'Ariadna




AGRAIMENTS

Voldria manifestar la meva gratitud a totes les persones que m'han animat i ajudat
al llarg d'aquests darrers anys, col.laborant a fer possible aquest treball.
Desitjaria esmentar expressament.: -

La Dra. M2 Lluisa Molinas, per la direccid, recolzament i llibertat que m'ha
donat durant el desenvolupament d'aquest treball, aixi com per la revisi6 i la
discussié critiques del manuscrit.

Els meus companys de laboratori, Dolors Verdaguer, Merce Figueras i Pere
Viasquez, per la seva col.laboracié espontania i desinteressada al llarg de tot el
treball 1 per haver suportat amb paciéncia i bon humor el meu "sprint" final.

La Cristina Verdaguer i en Jordi Dalmau per la seva col.laboracié en els
treballs de regeneracié de cremades.

El Dr. Jean-Pierre Cornec per haver-me convidat al seu laboratori a la
Université de Provence I, per les discussions tan profitoses i el tracte tan amical.

El Dr. Josep Esquerda, el Dr. Joan Ribera i en general tota la gent del
Departament de Ciéncies Meédiques de la Facutat de Medicina de la Universitat de
Lleida, per haver-me ofert la possibilitat d'apendre en el seu laboratori les
tecniques de marcatge amb lectines.

El Dr. Sergi Bonet que m'ha donat ajut, suport i bons consells desde el
principi d'aquest treball.

El Servei de Microscopia Electronica de la U.A.B., en especial en Francesc
Bohils i I'Onofre Castell per la seva col.laboracié i els seus consells.

En Miquel Campos, en Pere Puigdomenec i en Lolo Abés que m'han ajudat
en la recoleccié dels exemplars.

La Margarida Casadevall i en Miguel Grau pel seu ajut en la correccié del
manuscrit.

Tots els que han estat o sén encara col.laboradors del laboratori, entre els
quals no he citat abans: Montse, Toni, LLuis i Oriol.

El meu marit, Miquel Grau, i les meves filles, Helena i Ariadna, per la seva
paciéncia amb el meu treball, moltes vegades incomprensible per a ells.

A tots moltes gracies.




INDEX DETALLAT

INTRODUCCIO ........ooocoersrssrrsecnssissssnisssnesn TS |
ANLECEARIIES . vvvuueieeiiiiiiiiiiie e eeeereriee e ettt i s s s e e rbb e e ettt e e e et arat b saersaren 2
1001 1=1v1 £ - SR PO RV e s 3
Organitzaci() de la memoria .............. Neeaaeeeereteeeeeeearettaaetterrreetaeraretaberentaaas 4
DESCRIPCIO DEL MODEL HIRUDO MEDICINALIS......................... cevaens 7
Sistematica 1 classifiCacit.....coeivrririririereriieererenirecriercenirieee s e e e sese e n e reeeaee e 7
Habitat 1 distribucif...cccoeeeriiennnnnn. Crertetesererereeeenettretatetetaaaanabeee are e terarebanrans 9
Anatomia externa 1 INtEIMA. .. .c.cceeeriiie it et sbe e e e e 9
Comportament 1 cicle biolOgic ......coouforiiiiveiriereiee e 15
MATERIAL I METODES........ vervenrenrenes crerrnenes crerrenrereeraeresserseraerestessessesaesanssersies 19
Material biologic.........ccccoovecviiennen. ceebeererebebera et st et s e nabe et ns vererrnee 20
Obtencié dels exemplars ........................................................................... 20
Manteniment i cultiu al laboratori......cccccceeeeveneenes teeerrererrereeerrearrrraarerreas 21
Solucions fisiologiques per hirudinis.........cccccinriiniiniiiie s 22
Manipulacié experimental ........... ceeverestereereeteae st esaessebenteneas vevrereerenrerbenas 23
Anesteésia, Tecuperacit 1 SACTHICL.......ivveruiviriiiirsienisrerereesieeieseerescrerseesneessnens 23
Higiene 1 desinfeceio......ccoccviiiiiiiemiiieiearrierieieeiieieeriieeessseessssosssssessssesassessenne 23
Realitzacid de les ferides. ... cnnienrereeseee e reereereecnnanas 23
Tractament amb cOlQUICING.......cveiriiniiiir ittt rer s rerereeeeessanes 27
Estudi de l'activitat fagocitaria dels amebocits .......cooeivevieeiiiienninieninieninnn, 27
Microscopia optica............ e ereerterre e aebeerteebebeerbesseestetberentesrassserternessensassteses O
FEXACIO .oveviiririiciin it ee s er e e e reaete s e e e s s s s s e s aan e senaasssaenes 29
Metode de 1a parafina..........ccccviviiiiiviniiiieir e e 30
Metode del glicol-metacrilat (GMA).......cccoevvvveeririneecreccnveernenes eeernereeeans 30
Metode de 1a congelacit...........ceveiivieiiiiniiiiiiiierie e e ere e e e s aeresneens 31
EREENSIOMNS tuiiiiiiiriiiiiin et crrrs e e et tr et s e sete e s s e s e e antan se e teaesebe s s 32
Métode de squash.....ccccccviiiriiiiiiniiricereeirrs e s er e rrsrer e s eeerseesesnees e 32
Coloracio 1 MUNEALEE ....vuveiiiereiivser s ervreeeeeenererierererenrsieraesrssseeaseeeesa e 33
Microscopia electronica................... oo reerereraearenieens vreereerenreneereens 36
Microscopia electronica d'esCaAnnINg.........cociiieiiiieiiiiiieier e e as e e e 36
Microscopia electronica de transmissio...... feeeteereririeeetteeet e e anreteatnanaaraas 36
Marcatge amb lectines............cooovivvvvcniniennine e, 38
Obtencid de les mostres 1 processat hlstologlc ........................................... 38
MarCatZe . oooiii i e e st e e b e e sar e pnn s 39
Microscopia de fluoreseeNCIA.....cvvvviiiier i et e s et ee e e 40
Marcatge d'actina amb fal.loidina fluoresceinada.......................... 41
Obtenci6 de les mostres i processat histolOgic ...uvvevvuvvirevviiiniiriiiniiniinieneenns 41
Marcatge......ccovivviiirreiiiinniranenininnn eeeeretuertereeetete e rraateae e tare e aeaerranteeennnnns 41
Microscopia de fluoreSCENCIA ... uuuiivieit it ee e reareeeeae e s 42
Deteccid de proliferacio cellular per incorporacidde BrdU....................... 43
Incubacio amb BrdU .....ccoiciiiiiiiiiiiiniiiciiieeeccieniieeni s e e 44

Deteccid immunohistologica. ...t et es s seeneesseeesssnenns 48




HISTOLOGIA NORMAL............cooovreieeeeeeccennes SRR RPRPURRRRPRTORPRROIS s 3 |

INTRODUCCIO.............. veerrenrrrrrrarreees veesrereiieserastestaeas teeererineernereraeetaeatatinasessrsrsanes 53
RESULTATS I DISCUSSIONS ......coiiieriereinenntinnineisnresiesenees errrreesseearaeesareanes 56
Epidermis......... rreereerenreneens e reesaenns reereerr e eeb e e ebtesr e eabenras vrerreeennn DB
CULICULAL 11 ettt ceees s s e resereesiesesaaeaesensaaaesseneesrasesssasannssaeseantesnansnnees 56
DIASCUSSIO e uueeeiieiiiiiiieieeriicieeeeeereteeesererrensssserrerasssssessrsssnesesmsnsnseseesennsssnssans 58
Cel.hiles epitelials columnars....cccccvviereerereneenn i 58
DiSCussit...eueeeeerireeneiiiinieeniininens et rerreeieeeeseataaeeeeerrraetsteeteestterrtanenssonaetanes 65
Glandules mucoses del tegument................. reeereseesestenteseseesessesesseresenss 09
Glandules tubulars.................. erereeerrereeeereatarer st erarant reerreer e eeeennae 71
Glandules piriformes........iiueiieeeeerecieire e erererstenr e st r e s e e s asssreenes 75
DASCUSEIO .. e vivreriiireieeiiiieierererrreseeretreeseerratasresansnaressesttnsssssostssnresissennannns 83
Musculatura ... e 88
Musculatura de la paret corporal.......ccccoviieiriiieiniiniiiiieeneeeerree e 88

Fibres musculars de 1a paret del CoS ...ccoooviiviiiiiiiniiiiirccrc e 90
DISCUSSIO cvuveeeiririiirnerereiiereeeriererss s s strmersisesortsbssssstasaansssssneassssstesteansssnenenres 94
TeixXit CONNECLIU........c.ccooriiriiie e ereeesesreseeestsresssessasses 96
Matrin extracellular......c.ccoviviiiiii e e 96
DISCUSSIO ... eeeiieuiieeeriiiiiiasteretrias s erteeransessaensirassessanenestesssssnnassssrenasannssenesas 102

DT OCIES e vt e et ieteies e retteeeeererie e eraeseteieesecraenssasesertrnsssnaeennonseesesmernsnaaans 104
DHSCUSSI0 ceeevererreririerereretvrenererernesesesssaerererensrarnsnssnsssnsesesesresersenstrnsessrsnnans 107

103 007 1171 01 03 - TR SO TP VR PRPRPPPRUPS 110
DHSCUSSIG e uvuvreeeiiriririeieietettreternueesesesssesssstsereresesenaesessnsssssssssaseeeeseeasrrensrnse 113

Teixit VASOTIDIOS . .icviiiviieiiiiicieivisie s er s ereeererr s e sesserererananesaseasnsensnnns 115
DISCUSSIG . reeeeiiiier i ieeeietereretanarnessaaasaeanaeaeasaseearasassnnsssnnnsssseneasaseeasssnssnsann 123
ATNEDOCIES. . .eveeireeirenr i iceiciier e e e es e st rttete s s eresse e ts e reasraeeeeseesar st nnenaaes 126
DASCUSSIO .. e teeereuneeeiririiiieeeeterte s ertratueseesetutteasseseaens s eeearaneesearsnttanensesenns 129
CURACIODE FERIDES...............c......... teerrreenreararaeaeasaeans treereesssrnnnnrnaees venreeas 133
RESULTATS ....cooviivirrveenrererreeenenn rerresrnenaarreresetesesaas trereseresenennes verseereesasraraene .133
Ferides per incisio.............coveveevecrnecenccveneeeeceeveen reeereereereaes ..134
Pseudoblastema...ccivii i it e e seeeesaeer bt raresa b bbnaes 137
ReePItelIEZACIO . it ererr et e e ee s e e raeaere s et s 164
Regeneracio de les glandules epitelials mucoses.......cccoveveeiieniiiniiiiiiiinnnne. 177
Regeneraci6 del teixit cicatricial......ccccoovviieieinniviiiiinr e, 181
Ferides per cauteritzacioé del tegument............................................ 189
Danys als teiXits .....cccciviiciiiiiiierenie e cecneeennnn treererttreeereeernreeseeneariianaes 189
Psetudoblastema. . ....uuiuiiiiiiiecirccsseieei v e s seeeae b e sa e 189
ReepitelitZacil......cuuiiuuiiriiieieiiieieier et eeeeerinreearar s seseseeeseseseaseranranananses 195
Regeneracié del teixit cicatTicial....ccciivcriiiireiiicieiiicrcnrrrnneere e e 196
Cremades per nitrat de plata................ veereerereres cevverannennes veeverrerree s 199
Danys als teIXIES ....ccciviiiriririiiiiieieier et eree s e e e e s es e e ae s e eraenrans 199
Pseudoblastema......cccoiiviiieiriic e e e es e e 199
ReepitelitZaciO.....c.cciriiiiiiiiiiiei ettt ee e e s e e eeear e se e 214
Regeneracié de les glandules epitelials mueoses......coevvveervvnereninneeneneeeenes 220
Regeneraci6 del teixit cicatricial.....c.cceoccieeeeeerivereeiiieeeccneiere e, 225
Estudi de I'activitat mitotica en el procés de regeneracio.........227
Deteccid de figures MitOtIQUES ... cevevereivivriiiriiiiiieie s snreer e e eerireee e e e 227
Deteccid de proliferacié cel.lular per incorporacié de BrdU........................ 227

Activitat fagocitica dels amebocits..................c.occeveverinvicrininnnn. 231




pa
DISCUSSIO ........................... R R R R R R T R R R Y R TR veresersersnssene ssssaesrrecrtsonsrens .. 233

Pseudoblastema ..............cccccnvinceinnininninnns veerrenen verenenes e erereranes .234
Composicid cel.lular........coeveeiiiiiiiiciciii 234

Estudi del creixement del pseudoblastema ......ccccccovvviviiminiiniiniiiinene. 236

Evolucié del pseudoblastema .........cccoiviviiiiniiiniii i, 238

Unions cel.lulars durant 'evolucié del pseudoblastema.........ccocevevrveennenn. 238

Contraccié de 1a ferida.......cccevecueeieirreeieniireec e e 240
Reepitelitzacié.................... cereet et sa s ees cevereinaeneene creveensaens 244

Procés de TeepitelitZacit.......ccoveervierrireeeiiiiiii e e 244

Migracid epitelial i SUbSErat ....cccvvevviviiin i 247

Activitat mitdtica en l'epidermis.......coccveeeiicincciiiiiiiicerer e 248
Regeneracié de glandules mucoses del tegument.................... er 250
Origen de les glandules mucoses en la zona cicatricial .........ccoeevnennneeenn. 250

Diferenciacié dels dos tipus glandulars: piriformes i tubulars ................. 250
Regeneracio de la zona cicatricial...........c..ccoovvveivnnvininiiennn. 253
Regeneracié de la matriu connectiva........cccoivveiriirinseccerninnniescnnereennene 253

Teixit CleatTiCIal. . cveieeiiiiiieeeriiirir et sres e srseeas 253
Caracteristiques dels diferents tipus de ferides........................... 255
Ferides Per INCISI0. .o iiircrrereirrenen e arrrest ot eoestsriniseeesranrssesssraasssssases 256

Ferides per cauteritZaciO......ooovivieeiiieeiiirenreriinerrreeieerenes s srnnesreesresnennsens 256

Cremades amb nitrat de plata........ccoveveeeieieineii e, 260
CONCLUSIONS............. vrreerons vevrrines vrorrenes vreveerrsrenraens veersieterees vrvieernrrreressesnseennns 263
BIBLIOGRAFIA.................... cevvenee vevennne Cereeereereteeneeriiitans Vevseeieeeneaenes vevveienns veeerennne 269
ANNEX 1, reactius...................... creerreeraen cereerteere e ceereereesaerenares crererereeenaes e 277
Tampons......... et ertteceeeereteeeeaatrateeanan e dn e ern s te e st bn aere e subaneeeanins 277

FIRAAOTS. it ceeeiiiiiee et e e et st eer e ae st e s s 278

Solucions fiSI0l0ZIQUES v vutieiiiiiiiieerie e e ecietererirerrrers b resesesaaaeeasenss 279

Reactius per a microscopia electrOniCa......ovvcvvererrrrvirereerrverereeressrneemvenrens 279

ANNEX 2, coloracions............ ceerreeereeraerebans ceerrenreereaenranes rrerreeerr et a e esreranes 281




INTRODUCCIO

La curacié de ferides és un tema d'interés renovat en biologia comparada. Una
ferida activa un conjunt d'accions per evitar la pérdua de fluids, per eliminar
restes de teixits, substancies estranyes o agents infecciosos i per regenerar la zona
afectada. L'agregaci6 cel.lular i/o diversos mecanismes de coagulacid, l'accid
fagocitaria, la proliferacié de certs tipus cel.lulars i la remodelacié dels teixits sén
mitjans emprats per tota l'escala animal.

S'han utilitzat una gran varietat de models per estudiar el procés de curacié
de ferides, pero l'investigacié ha estat centrada en vertebrats, principalment
mamifers (Clark 1 Henson, 1988). '

Els invertebrats s6n uns models experimentals relativament simples.
Permeten l'estudi de mecanismes de reparacié ancestrals que s'han conservat a
través de les diferents etapes evolutives, i poden presentar-ne d'alternatius als
dels vertebrats. En aquest treball s'ha escollit el grup dels anél.lids per posseir
l'organitzacié més simple dels celomats i dins aquest grup s'ha escollit 1a classe
Hirudinea.

L'estudi dels mecanismes de reparacié de ferides dels anel.lids ha estat
objecte de nombrosos estudis en oligoquets pel seu interés com a preludi del
procés de regeneracié (Chapron, 1964; Chapron, 1970; Burke 1974 a, b i c;
Jamieson, 1981; Cornec et al, 1987). Contrariament, el grup dels hirudinis ha
rebut poca atencid, exceptuant els treballs sobre regeneracié de parts amputades
de Cornec (1971, 1980, 1981, 1984, 1990) i Cornec i Coulomb-Gay (1975, 1982), uns
breus estudis de LeGore i Sparks sobre reparacié de ferides (1971) i de cremades
(1973), la descripcid del procés de reparacié de la ferida produida per la fecundacié
hipodérmica de Myers (1935) i l'estudi de Muller i Nicholls (1981) sobre
regeneracioé 1 plasticitat del sistema nervids.

En general, aquests treballs han estat centrats més en l'aspecte de la
regeneracié que no pas en la l'estudi detallat de tot el procés de curacié. A més,
tots els estudis realitzats s'han fet en espécies pertanyents a l'ordre
Rhynchobdellida, un dels dos ordres més importants dels hirudinis, juntament
amb Arhynchobdellida. A 1'ordre dels Arhynchobdellida, al qual pertany Hirudo
medicinalis, no hi ha cap treball sobre el tema. Donades les diferéncies
histologiques entre els dos ordres creiem que els processos, a nivell cel.lular,
poden diferir substancialment.

Hirudo medicinalis és una especie que ha estat emprada com a animal
d'experimentacié en diferents estudis, especialment en neurobiologia (Henderson
et al, 1983; Vykliky i Nicholls, 1988; Singhal et al, 1989; Masuda-Nakagawa et al,
1990). La relativa facilitat de manteniment a laboratori, la facil manipulacié i
I'escassa mortaldat, la fan idonia com a animal d'experimentacié en regeneracié de
ferides. Té una paret corporal suficientment gruixuda per permetre la realitzacié
de ferides amb relativa facilitat.
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La diferéncia fonamental entre el procés de curacié de ferides dels hirudinis i dels
altres anel.lids, és la incapacitat d'aquest primer grup per regenerar segments
corporals. Les explicacions més plausibles per aquesta diferencia serien l'abséncia
o poténcia limitada en les sangoneres de cel.lules blastodermiques no
compromeses, la manca d'efectes trofics del sistema nerviés i la poca capacitat de
dediferenciacidé cel.lular (Sawyer, 1986). Els oligoquets, durant la seva vida,
continuen afegint segments per la part posterior. En contrast, els grups principals
d'hirudinis: Branchiobdellidea, Acanthobdellidea i Euhirudinea, fixen el nombre
de segments en els primers estadis del desenvolupament embrionari. Aquests
hirudinis es caracteritzen per la preséncia de ventosa caudal, estructura
incompatible amb el creixement per la part posterior (Sawyer, 1986).

Hi han estudis que demostren que les sangoneres mantenen una capacitat
de regenerar teixits organitzats durant l'estadi larvari (Cornec, 1980). En canvi, en
exemplars adults aquesta capacitat queda limitada a certs casos, com la
regeneraci6é de la ventosa anal a Helobdella stagnalis, sempre i quan l'amputacié
només elimini la base de fixacié i no danyi el gangli nerviés terminal (Cornec i
Coulomb-Gay 1982; Cornec, 1984). Muller i Nicholls (1981) han demostrat que en
la regeneracié de les ferides s'inclou el sistema nervids, tot restablint-se les
conexions nervioses lesionades.

Els hirudinis, si bé no tenen capacitat de regenerar segments corporals, si
que poden cicatritzar efectivament diferents tipus de ferides. Responen a una
ferida amb una serie de mecanismes de defensa a curt i a llarg termini. En primer
lloc es produeix una contraccié de la musculatura i posteriorment nombroses
cel.lules s'agreguen al lloc de la ferida per formar un tap cel.lular, anomenat
pseudoblastema a causa de la seva incapacitat d'originar teixits organitzats, a
diferéencia dels veritables blastemes que es troben en altres anéel.lids.
Seguidament es forma un nou epiteli per migracié de les cél.lules epitelials dels
marges de la ferida. El procés finalitza amb la formacié d'un teixit cicatricial
compost principalment per teixit connectiu poc diferenciat (Myers, 1935, Le Gore i
Sparks, 1971; Cornec, 1984, 1990). ‘

L'origen i el paper de les cel.lules que formen el pseudoblastema semblen
estar poc clars, i son diferents en les diferents espécies estudiades. A Placobdella
parasitica (Rynchobdellida), s'han descrit quatre tipus cel.lulars, que per ordre
d'aparici6 s6n: un tipus cel.lular d'origen poc clar i que podria ser connectiu,
amebocits, fagocits i cel.lules connectives capaces de regenerar la matriu
extracel.lular (Myers, 1935). A Piscicola salmositica (Rhynchobdellida), les
cel.lules involucrades sén cel.lules connectives anomenades opledcits 1 celomacits,
els quals només apareixen si es trenca el canal celomic (LeGore i Sparks, 1971;
Sparks 1972). A Helobdella stagnalis (Rynchobdellida) s'hi han descrit diferents
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tipus cel.lulars: amebocits, celomocits, cél.lules fagocitaries del teixit connectiu i
fibrocits (Cornec, 1984).

El procés de reepitelitzacié ha estat descrit breument a Piscicola
salmositica (Rhynchobdellida) (LeGore 1 Sparks,1971), i més detalladament a
Helobdella stagnalis (Rhynchobdellida) (Cornec, 1984). Aquests estudis mostren
que l'epitelitzaci6 es déna per migraci6 de l'epiteli dels marges de la ferida i que el
procés s'acompanya d'alguns canvis en les cél.lules epitelials, com el pas d'una
morfologia columnar a una d'aplatada (LeGore i Sparks,1971; Cornec, 1984) i
I'aparicié d'autofagosomes en el citoplasma (Cornec, 1984). No hi ha referéncies,
perd, dels canvis en el citosquelet de les cel.lules epitelials i en els contactes
d'aquestes amb el substrat durant el procés de reepitelitzacié. Un cop finalitzat el
procés de reepitelitzacié, a Helobdella stagnalis (Cornec, 1990), s'ha vist que les
glandules mucoses del tegument es regeneren a partir de les cel.lules epitelials
normals.

La descripci6 del teixit cicatricial varia en les diferents espécies estudiades.
A Helobdella stagnalis (Cornec, 1984) s'observa una matriu connectiva amb les
fibres disposades de forma menys ordenada que al teixit normal i que a poc a poc
es va colonitzant per ceél.lules connectives i paquets de fibres nervioses de petit
diametre. En canvi a Piscicola salmositica (LeGore i Sparks, 1971) no s'observa
colonitzacié cel.lular. A Placobdella parasitica, en la regeneracié de la ferida
produida per la fecundacié hipodérmica, no s'observa cicatriu evident en la zona
afectada (Myers, 1935).

Objectius

El treball que ha motivat la redaccié d'aquesta memoria, és l'estudi dels
mecanismes cel.lulars implicats en la curaci6 de ferides de la paret corporal
d'Hirudo medicinalis L. (Hirudinidae, Anelidae). El principal proposit ha estat
l'estudi d'un model de regeneracié de ferides in vivo.

Els objectius concrets proposats son:

1- Estudi detallat de l'histologia normal dels teixits de la paret corporal
d'Hirudo medicinalis.
2- Descriure les diferents etapes que tenen lloc després de la produccié de
la ferida: el tancament de la ferida, el procés de reepitelitzacid i la
regeneracié dels teixits.
2-1 Estudi de l'origen cel.lular del pseudoblastema d'Hirudo
medicinalis.
2-2 Estudi del paper que juguen les cél.lules del pseudoblastema en el
procés de reparacié.
2-3 Estudi del procés de contraccié de la ferida.




2-4 Estudi del procés de reepitelitzaci6, amb especial émfasi en els
canvis ultrastructurals, I'estudi de la lamina basal i la regeneracié
glandular.
2-5 Estudi de la regeneracié dels teixits.
3- Establir un patré comu del procés de curacié de ferides amb les altres
espécies d'hirudinis estudiades i ressaltar les diferencies que s'hi puguin
donar. .
4- Comparar els diferents fenomens que es donen en el procés de curacié de
ferides a Hirudo medicinalis amb el procés de curacié de ferides a
mamifers.

Les estratégies seguides per a la realitzacié d'aquests objectius han estat:

1- Produccié de diferents tipus de ferides que permetin observar aspectes
diferents del procés de regeneraci6.

2- Estudi histologic amb tecniques de MO i de ME de ferides en diferents
etapes del procés. '
3- Estudi de la proliferacié cel.lular al llarg del procés per deteccié de
mitosis i mitjancant técniques d'incorporacié de BrdU.

4- Estudi del citosquelet en els fenomens de migracié cel.lular i de
contraccié de la ferida mitjancant técniques de ME i de marcatge amb
fal.loidina.

5- Estudi de la lamina basal mitjancant técniques d'impregnacié argentica i
de marcatge amb lectines.

Organitzacié de 1a memoria

El cos principal del treball s'estructura en uns resultats separats en dos capitols
principals, corresponents als punts 1 i 2 dels objectius: l'estudi de la histologia
normal i l'estudi de la curacié de les ferides, i en una discussi6 general.

El capitol corresponent a l'estudi de l'histologia normal s'organitza en
diferents apartats en que es descriuen els diferents elements de la paret corporal,
cada un dels quals va acompanyat d'una breu discussié per tal de ressaltar les
aportacions noves i caracteritzar el nostre model. La utilitzacié de les dades
obtingudes en aquest estudi com a base per a la identificacié de tipus cel.lulars que
intervenen en el procés de curaci6 o la comparacié dels teixits normals amb etapes
intermedies o finals del procés es fa en la discussi6 general.

En el capitol corresponent als resultats de la curacié de ferides, s'estudien
per separat cada un dels processos de curacié dels diferents tipus de ferides:
ferides per incisid, cremades per cauteritzaci6 i cremades per nitrat de plata.

En la discussi6 general cada apartat correspon a una etapa del procés de
curacié. S'integren els resultats obtinguts en els diferents tipus de ferides, de
forma que informacions complementaries ajudin a entendre més a fons les
diferents etapes del procés. La comparacié del procés amb els que es donen en
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grups afins 1 amb mamifers es va fent per a cada una de les etapes. A nivell de la
pauta general del procés de curacid, la discussi6é es basa principalment en les
ferides per incisid, utilitzant els resultats obtinguts de l'estudi dels diferents tipus
de cremades per a completar la comprensié del procés. Per aquest motiu, en un
apartat separat, es discuteixen les caracteristiques diferencials de les pautes
generals dels processos de curacié dels diferents tipus de ferides.

El treball va precedit de la descripci6 dels materials i metodes emprats. Per
tal d'agilitar la lectura d'aquest apartat, les dades per a la preparacié dels diferents
reactius emprats i la descripcio de les diferents coloracions realitzades es detallen
en els annexos 11 2 que es troben al final d'aquest volum.

La biologia d'Hirudo medicinalis es col.loca en un capitol apart de material
1 metodes. El grau de desenvolupament d'aquest capitol 1 la facilitat del seu accés
per a la discussid justifiquen aquesta separacio.




DESCRIPCIO DEL MODEL HIRUDO MEDICINALIS

SISTEMATICA I CLASSIFICACIO

Les sangoneres pertanyen al filum Annelida -celomats vermiforms segmentats,
protostomis i sense exoesquelet- format per tres classes: Polichaeta, Oligochaeta i
Hirudinea. Els hirudinis i els oligoquets s'agrupen en el subfilum Clitellata. Els
clitel.lats tenen desenvolupament directe, sé6n hermafrodites i dipositen els ous
enbolcallats amb capolls secretats pel clitel.

Els hirudinis sén clitel.lats carnivors amb un modus caracteristic de
locomoci6 per ventoses. Actualment es coneixen aproximadament 650 espécies de
sangoneres que es troben repartides en una gran diversitat d'habitats.

Elliot i Man (1979) van proposar una classificacié dels hirudinis amb quatre
ordres: Acanthobdellida, Rhynchobdellida, Gnathobdellida i Pharyngobdellida.
Sawyer (1986) proposa una classificacié que subdivideix la classe Hirudinea en
quatre subclasses: Agriodrilidea, Branchiobdellidea, Acanthobdellidea i
Euhirudinea (taula I). Les tres primeres subclasses estan constituides per espécies
que ocupen diferents posicions entre els dos grups principals de clitel.lats, els
oligoquets 1 els hirudinis tipics.

La sangonera medicinal, Hirudo medicinalis (Linnaeus, 1758) és un
hirudini de l'ordre Arhynchobdellida -sangoneres caracteritzades per un nombre
constant de segments (32 post-orals, amb la ventosa caudal formada per 7
segments), per tenir faringe, per l'abséncia de sistema vascular vertader separat
del celoma i per la preséncia de teixit botridial- familia Hirudinidae, constituida
per espécies hematofagues, acuatiques o amfibies amb mandibules.

El génere Hirudo es caracteritza per tenir la vagina amb petits cecs, sense
conducte vaginal, per tenir cap o poques papil.les salivars, i per no tenir solc
longitudinal en la superficie ventral del llavi superior. Es troba a les regions
Europeo-Paleartica i Sino-Japonesa.

Hirudo medicinalis té la ventosa caudal d'un diametre de 2/3 a 3/4 de la
mida del cos. Es caracteritza per tenir a cada mandibula de 60 a 100 dents. Es una
sangonera de dors marré fosc 1 ventre grisdés. En el dors mostra unes ratlles més o
menys irregulars amb ornaments de caracter metameric, de color groc-vermell, si
bé els patrons de pigmentacié varien segons els origens de les diferents
poblacions. Es coneix un tdnic sinonim d'H. medicinalis, Hirudo officinalis
Savingny 1820.




CL. HIRUDINER

S.CL. Agriodrilidea n? de segments variable, amb quetes.
Una sola espécie: Agriodrilus vermivorous.

S.CL. Branchiobdellidea 15 segments post orals, sense quetes, ventosa
posterior en 3 segments.

F. Branchiobdellidae

S.CL. Acanthobdellidea 29 segments post orals, quetes a 5 segments del
cap, ventosa posterior en 4 segments.
Un sol génere: Acanthobdella.

S.CL. Euhirudinea 32 segments post orals, ventosa posterior en 7
segments.

0. Rhynchobdellida proboscide evaginable, sistema
vascular vertader separat del celoma.

F. Glossiphoniidae
F. 0zobranchidae
F. Piscicolidae

0. Arhynchobdellida sense sistema vascular vertader, amb
teixit botridial, cocons amb embrions
albuminotrofics.

S.0. Erpobdelliformes (faringobdel.lids)
faringe sense trompa ni mandibules.

F. Erpabdellidae
F. Salifidae

$.0. Hirudiniformes (gnatobdel.lids) faringe
amb trompa o amb madibules.

Families predadores:
F. Cylicobdellidae
F. Americobdellidae
F. Haemopidae

Families hematdfagues:
F. Hirudinidae
F. Haemadipsidae

TAULA I- Classificaci6 dels hirudinis segons Sawyer (1986).



La posici6 sistematica d' Hirudo medicinalis és la segiient:

Filum: Annelida

Subfilum: Clitellata

Classe: Hirudinea

Subclasse: Euhirudinea

Ordre: Arhynchobdellida

Subordre: Hirudiniformes

Familia: Hirudinidae

Subfamilia: Hirudininae

Geénere: Hirudo

Especie: Hirudo medicinalis Linnaeus, 1758

HABITAT I DISTRIBUCIO

La distribucié original d'Hirudo medicinalis s'extén pel sud-oest d'Europa fins als
Urals i els paisos del nord-est del Mediterrani. Fins al segle XIX la sangonera
" medicinal era molt abundant per tota aquesta regi6. Avui estd praticament
extingida o en perill d'extincié a quasi tot el seu territori degut a la intensa
explotaci6 de la qual va ser objecte en el segle passat, a les alteracions del habitat
i a la mengua de les poblacions de granotes i mamifers de pastura que formen
part important de la seva alimentacié (Sawyer, 1986). Actualment, pero, encara es
poden trobar algunes poblacions d'Hiruro medicinalis a les maresmes de la
Peninsula Ibérica i d'alguns paisos de I'Est (Molinas et al., 1989).

L'habitat caracteristic d'Hirudo medicinalis és un estany d'aigiies poc
profondes, amb un substrat fangés voltat de vegetacié litoral, especialment joncs
(Typha). Aquests estanys poden secar-se alguns mesos de l'any, durant els quals
els animals sobreviuen enterrats. Les granotes han de ser abundants, perd els
ramats de pastura o els cavalls no s6n necessaris durant totes les estacions.

ANATOMIA EXTERNA I INTERNA

L'anatomia dels hirudinis ha estat estudiada per diversos autors. Es troba descrita
en els tractats de Grassé et al (1959), Metglitsch (1978), Mann (1962), Paniagua i
Nistral (1983) i en especial en l'obra de Sawyer (1986) "Leech biology and
behabior". Seguidament es fa una breu introduccié a l'anatomia dels hirudinis amb
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especial referéncia al nostre model Hirudo medicinalis, basant-nos, si no s'indica
el contrari, en la revisi6 de Sawyer (1986).

Segmentacio i anellacié

Tots els clitel.lats estan dividits en unitats repetitives de segments que sén més o
menys iguals.

Hirudo medicinalis, com tots els Euhirudinis, té 34 segments que
s'enumeren per convencié del I al XXIV.

Els hirudinis es diferencien dels oligoquets per tenir diferents regions del
cos reconeixibles externament, coincidint amb la segmentacié constant. Les dos
principals regions resulten de la cefalitzacié i la caudalitzacié. Sén el cap i la
ventosa caudal, que ocupen, en els Euhirudinis, 6 segments (I-VI) i 7 segments
(XXVIII-XXXIV) respectivament. La regié mitja del cos esta formada per 21
segments 1 s'hi pot distingir la regié clitel.lar (X-XII).

Els hirudinis es caracteritzen per presentar els segments subdividits en
anells o anuls, que no es corresponen amb la segmentacié interior. L'anellacié
primaria és de tres anuls per segment, anomenats d'anterior a posterior al, a2 1 a3.
L'anul a2 s'anomena també anul neural ja que s'hi troba el gangli i porta péls
sensitius.

L'anul al pot estar subdividit en anuls secundaris, b1i b2, el a2 en b3 1 b4 i
el a3 en b5 1 b6.

A H. medicinalis, que té 1'anellacié de cinc anuls per segment en la major
part del cos, a mesura que ens apropem als extrems cefalic i caudal disminueix
progressivament el nombre d'anuls per segment. El patré d'anellaci6 és el
segtlient:

segments anuls per segment anuls
I-1I1 1
V-V 2
VI-VII 3 al-a2-a3
VIII 4 al-a2-b5-b6
IX-XXIII 5 b1-b2-a2-b5-b6
XX1V 4 b1-b2-a2-a3
XXV 3 al-a2-a3
XXVI 2
XXVII 1

XXVIII-XXXIV fusionats formant la ventosa caudal
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Fig. 1. Esquema d'un tall histoldgic transversal fet en la regié posterior del cos.
UB: bufeta urinaria. CD: canal hemoceldomic dorsal. CL: canal hemoceldomic
lateral contractil. CN: canal nefridial. CP: cec intestinal posterior. CV: canal
hemocelomic ventral. I: intesti. N: cordé nerviés.

Sistema circulatori

En els hirudinis existeixen dos sistemes circulatoris, l'anomenat sistema sanguini i
el sistema celomic.

Entre els diferents grups de sangoneres es pot tracar una tendéncia
filogenética cap a l'especialitzacié del celoma. En un extrem tenim una condicié
tipus oligoquet, amb el celoma espaids dividit per septes i un sistema sanguini
separat, caracteristica dels branquiobdel.lides i acantobdel.lides. En una posicié
intermitja, els rincobdél.lides mostren un increment de la complexitat del celoma
perd mantenen encara el sistema sanguini. En l'altre extrem es troben els
arinchodeél lides, amb un alt grau d'especialitzacié. Els representants d'aquest grup
han perdut completament els vasos sanguinis ventrals i dorsals i altres remanents
del sistema sanguini vertader. El celoma ha pres el protagonisme com a sistema
circulatori i se I'anomena hemoceloma. El fluid hemocelomic, circula per canals
que deriven ontogénicament del celoma (Sawyer 1 Fitgerald, 1981; Sawyer, 1986).

El sistema hemocel.lomic d'Hirudo medicinalis és representatiu dels
arincobdel.ides en general. Esta comprés per un canal dorsal i un ventral no
contractils i un parell de canals laterals amb parets musculars que actuen com a
cors (fig. 1).

Teixit botridial. Es caracteristic dels arincobdel.lids, deriba del sistema
hemoceldmic i estd en comunicacié amb el canal ventral i els laterals. Esta format
per un sistema de canals revestits per de cél.lules que contenen granuls de
pigment marré i es troba en el parénquima perivisceral. Funciona com un fetja
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primitiu i esta relacionat amb una gran varietat de procesos metabolics incloent:
metabolisme lipidic, catabolisme dels carbohidrats, oxidacié i detoxificacié. A més
serveix com a un resevori de deixalles. En les espécies hematofogues magatzema
el ferro resultant de la degradacié de 1'hemoglobina exogena durant tota la vida de
I'animal. A Hirudo medicinalis ontogenenicament es pot veure com les ceél.lules
botridials deriven de 1'endoteli celomic. Les cél.lules botridials s6n homologues de
les cel.lules cloragogenes dels branchiobdellids i acantobdelids i a les cel.lules
acides dels rinchobdellids.

Aparell digestiu

L'aparell digestiu dels hirudinis esta constituit per una regi6 anterior ectodérmica i
una regié mitjana i posterior endodérmiques (fig. 2). En les espécies hematofagues,
en la regi6 anterior, hi desenvoquen nombroses glandules unicel.lulars
encarregades de la formacié de I'hirudina, una sustancia anticoagulant.
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Fig. 2. Esquema de 'aparel] digestiu. A: anus. C: cec digestiu. CP: cec posteior."
F: faringe. I: intesti. M: mandibules. R: recte.

El tub digestiu anterior d'Hirudo medicinalis consisteix en una cavitat
bucal, una faringe muscular, tres mandibules, cada una amb les seves dents i
glandules salivars associades. Tot el tub digestiu anterior esta revestit per la
cuticula.

En la part mitja, el tub digestiu forma 10 parells de cecs, un per cada
segment del IX al XIX. L'altim parell s'extén ventralment i posteriorment fins al
segment XXV, La preséncia de nombrosos cecs és caracteristica de les espécies
hematofagues.

La porcié posterior del tub digestiu consisteix en un intesti curt que s'uneix
al recte, la part final del qual esta revestida de cuticula. El recte s'obre a l'exterior
per un petit anus localitzat dorsalment en el segment XXVII.
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Aparell reproductor

Les sangoneres, com la resta de clitel.lats, sén hermafrodites proterandrics. Tant
en l'oogénesi com en l'espermatogénesi, els gametes es produeixen a partir d'un
epiteli germinal originat en les parets dels sacs celomics dels segments XI 1 XII,
que respectivament s'’han especialitzat en testisacs i ovisacs (fig. 3).
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Fig. 3. Esquema dels sistema reproductor. O: ovisac. P: penis. PR: prostata. T:
pseudotestis. TS: testisac. V: vagina.

A Hirudo medicinalis el parell de sacs celomics del segment XI s'expandeix
. cap enrera fins el segment XXII, donant lloc a dos testisacs allargats els quals
formen saculs a modus de pseudo-testis a nivell de cada intersegment. Abans de
sortir a l'exterior, els dos testisacs s'uneixen en una prostata que desemboca en un
penis evaginable que s'obre a l'exterior ventralment per un gondpor al segment
XI.

El parell d'ovisacs es localitzen retroperitonealment a nivell de
lintersegment XI/XII. Aquests dos ovisacs s'uneixen en una vagina que s'obre a
l'exterior ventralment pel gonopor femeni al segment XII.

El clitel esta format per 15 anuls, del X bo/a2 al XIII b2/a2 inclosos. En
l'estadi no reproductiu les cellules clitel.lars no es distingeixen de la resta de les
cél.lules epitelials. En 'estadi reproductiu, aquestes cél.lules augmenten de mida i
contingut, donant lloc a un epiteli més gruixut. A més, el clitel es caracteritza per
I'abundancia de glandules especialitzades.

Aparell excretor

Els nefridis s6n estructures metamériques que es donen a certs segments. Als
hirudinis el major nombre de nefridis (17 parells) es déna als Hirudiniforms. Els
seus nefropors es localitzen del segment VIII al XXIV, i pertanyen a nefridis
derivats de les posicions intersegmentals VII/VIII a XXIII/XXIV (fig. 4).
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Fig. 4. Esquema de l'aparell excretor. CN: canal nefridial. EC: estructura
ciliofagotica.

‘El nefridi esta format per dos parts: l'estructura ciliofagotica i el canal
nefridial, el lumen del qual s'obre o bé directament a 1'exterior o bé, en el cas dels
arincobdel.lides, en una amplia bufeta urinaria d'origen ectodérmic.

Dins la bufeta, tocant les pareds, s'hi troben bacteris que durant molt de
temps han estat confosos per cilis. A Hirudo medicinalis s'hi han trobat dos
espécies de bacteris: Corynebacterium vesiculare i Corynebacterium nephridii.
Aquests bacteris tenen una funcié poc clara en el procés de degradaci6 de residus
nitrogenets a amoniac.

Sistema nerviods i sensorial

El sistema nerviés central dels hirudinis esta format per 34 ganglis. Els 6 primers,
associats als segments del cap (I-VI), estan fusionats, els 7 tltims, associats amb
els segment de la ventosa caudal (XXVIII-XXXIV), també estan fusionats i els 21
restants es troben en els segments VII-XXVII (fig. 5). El cordé nerviés ventral
discorre lliurement per el canal hemocelomic ventral.

X' x g ! ! xxvin
' X gy XV 'xvi! xvu'xvm xax!| xx ' xxi XX"xx"'xxlv Yxvi

Fig. 5. Esquema del sistema nervids.
En comparacié amb el sistema nerviés d'oligoquets, i de fet amb la majoria

d'altres animals, els sistema nerviés de les sangoneres es destaca per no estar en
absolut vascularitzat (escepte a branquiobdel.lides). El transport de metabolits es

14




veu facilitat per la preséncia de grans espais intercel.lulars en conjuncié amb un
endoteli metabolicament molt actiu i grans cél.lules glials.

Hi ha tres classes de substancies quimiques que actuen de
neurotransmissors en sistema nerviés central de les sangoneres: acetilcolina,
monoamines biogéniques i aminoacids. Les monoamines estan representades en
les sangoneres per la 5HT (5-hidroxitriptamina o serotonina), la dopamina 1
l'octopamina. Entre els aminoacids els posibles candidats sén el GABA, 1'acid
glutamic i la glicina.

Hi ha dos tipus de receptors externs en els hirudinis: drgans sensorials
tegumentaris 1 mecanorreceptors. Els organs sensorials tegumentaris (ulls,
sensilies i quimiorreceptors) estan formats per cél.lules epitelials especialitzades.
Els mecanorreceptors sén neurones especialitzades, amb el soma en els ganglis
segmentaris 1 terminacions a nivell subepidérmic. Tenen diferents modalitats
especifiques que depenen dels tipus de deformacié de la paret del cos: tacte,
pressio i dolor (Blackshaw,1981; Sawyer, 1986).

COMPORTAMENT I CICLE BIOLOGIC

Habits alimentaris

En el grup dels hirudinis trobem espécies amb alimentaci6 hematofaga i altres
amb habits depredadors.

Hirudo medicinalis té un tipus d'alimentacié tipicament hematofag. Els
individus en estat de repds descansen en el fons de l'estany, enterrats en el fang o
sota objectes submergits. Els individus actius responen intensament a les
pertorbacions de l'aigua causades per un hoste potencial, inclis a varis metres de
distancia. La sangonera es mou rapidament cap a la font de pertorbacié per mitja
de la nataci6. Quan estad proxima a un hoste, la sangonera el reconeix per
l'escalfor, amb una resposta Optima entre 33-40° C. i per quimiorrecepcié. Els
quimiorreceptors sén especialment sensibles a la sang i al dol¢ (Sawyer, 1986). La
sangonera mossega la pell per mitja de les tres mandibules i inicia la succié
faringea. S'alimenta uns 20 minuts durant els quals pot ingerir de 6 a 9 vegades el
seu pes corporal en sang. Els individus saciats permaneixen quiescents mentre
digereixen la sang per periodes de varies setmanes (Sawyer, 1986).

Els hostes naturals d'Hirudo medicinalis sén principalment les granotes i
els gripaus (Rana esculenta, R. ridibunda, Bufo bufo), mamifers (vaques, caballs i
humans) i aus aquatiques (Anas platyrynchos i Egretta garzetta ). Aparentment
Hirudo medicinalis s'alimenta en primavera principalment de granotes i gripaus i
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a l'estiu principalment de mamifers. A més, l'alimentacié a partir d'amfibis pot ser
obligada per les joves Hirudos que tenen dificultats per perforar la pell dels
mamifers (Sawyer, 1986).

Les cries poden sobreviure periodes molt llargs sense alimentar-se, fins a
uns 125 dies. Encara que algunes cries acabades de sortir del capoll ja s'alimenten
d'alguna granota, la seva primera menjada no sol donar-se fins al cap de 10-20
dies, la segona 1-1,5 mesos després i la tercera uns 1,5-2 mesos després. Algunes
sangoneres que no consegueixen menjar en aquests periodes poden atacar altres
individuos de la propia espécie plens de sang.

Un régim éptim a laboratori és, pels dos primers apats, granotes, i pels
segiients, mamifers. Perqué les sangoneres es reprodueixin amb éxit al laboratori,
és necessari un régim alimentari optim amb uns 6 apats en 12-18 mesos (Sawyer,
1986).

Reproduccio i desenvolupament

Reproduccio

Les sangoneres, com tots els clitel.lats, son hermafrodites proterandrics i es
reprodueixen per mitja de capolls (Sawyer, 1986). La fertilitzacié és interna. A
rincobdél.lides 1 erpobdeliforms la fecundacié és traumatica 1 hipodérmica per
injeccié d'espermatofors. En canvi, els hirudiniforms han denvolupat penis i vagina
i es fecunden per copulacié (Mann 1962).

Després de la fertilitzacié les glandules clitel.lars secreten un moc que
embolcalla els ous, llisca cap a l'exterior 1 es tanca pels extrems formant el capoll
(Mann 1962).

Els capolls d'Hirudo medicinalis, d'uns 13 X 20 mm, esponjosos i flotants,
s6n dipositats fora de l'aigua, en el terra humit, especialmet entre les arrels de les
plantes. En un peridode de 1-12 dies, una sangonera diposita uns 4 o 5 capolls
(amb una oscil.lacié6 maxima de 1 a 8 capolls). Cada capoll conté de 12 a 16 (3-36)
ous, alguns dels quals no sén fertils (Sawyer, 1986).

L'historial alimentari i l'estat nutricional sén factors molt importants per a
la biologia reproductora d'Hirudo medicinalis. Per una reproduccié exitosa és
necessaria una adequada alimentacié durant els mesos de maig a juliol. Després
d'una ingesta de sang s'estimula l'aparellament i, cap al quart dia després de la
ingestié, es dona la maduraci6 dels ovaris en els individus madurs. El temps entre
I'alimentaci6 1 la deposicié dels capolls és d'uns 30-60 dies. La deposicié dels
capolls té lloc principalment entre juliol 1 agost, perd pot continuar fins al
novembre en les regions més calides.

A diferéncia d'altres espécies, Hirudo medicinalis, pot criar repetidament
per un periode de varis anys, a l'estacié apropiada (Sawyer, 1986).
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Desenvolupament

La majoria dels hirudinis tenen ous vitel.lins i un desenvolupament directe, sense
estadi larvari; escepte una adaptacié embriologica secundaria a un comportament
albuminotrofic en algunes espeécies, Hirudo medicinalis entre En les espeécies
albuminotrofiques el fluid que omplena el capoll és una font d'albimina per
l'alimentaci6é. Hi ha una pérdua secundaria de vitel i una reduccié de la mida de
l'ou. A V'embrié albuminotrofic se 1'anomena criptolarva i no s'ha de confondre
amb les larves de vida lliure dels poliquets (Sawyer, 1986).

El temps de desenvolupament esta molt influenciat per la temperatura

ambient. En el cas de les criptolarves dels arincobdel.lides és de 28-29 dies a 24-26°
Cide 35-45 dies a 18-20° C.
Les cries obren el capoll per un dels dos extrems, pesen uns 24 (16-39) mg amb
una llargaria d'uns 1,7 (0,7-3,5) cm. La mida depeén de la competicié per 1'albumina
del capoll, per tant dels capolls amb menys embrions surten cries més grans
(Sawyer, 1986).

Creixement

El creixement pot ser de dos tipus: continu o saltatori. En les especies amb
creixement continu, l'increment de pés corporal després de menjar és menor que
un mig del pes abans de menjar. La digestié és rapida i l'alimentacié freqiient. El
creixement continu és el més generalitzat 1 és caracteristic d'espécies amb habits
hematofags rudimentaris, com Piscicola geometra, 1 d'espécies depredadores. En
contrast, les espécies amb creixement saltatori, després de menjar incrementen
quatre vegades o més el seu pes corporal. La digestié és lenta 1 'alimentacié poc
freqient, podent passar setmanes o fins 1 tot mesos sense menjar. El creixement
saltatori és propi de les grans espécies hematofagues com Haementeria ghilianiii
Hirudo medicinalis (Sawyer, 1986).
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MATERIAL I METODES

La metodologia seguida en aquest treball consisteix en la practica experimental de
ferides a Hirudo medicinalis i en l'estudi seqiiencial dels processos de regeneracié
a través de la microscopia Optica i de la microscopia electronica d'escanning i
tranmissio.

En aquest capitol es descriuen, d'una part, un conjunt de meétodes emprats
per a l'obtencié, cultiu al laboratori i manipulacié experimental dels exemplars i,
d'altra part, les diverses técniques histologiques utilitzades. Dins d'aquestes
s'inclouen els métodes generals, tant de microscopia optica com electronica, i les
técniques histoquimiques 1 d'altres metodes especifics, com el marcatge amb
lectines per a la identificacié de la lamina basal, el marcatge dels filaments
d'actina amb fal.loidina, la utilitzaci6 d'anticossos monoclonals per a l'estudi de la
proliferacié cel.lular i el marcatge amb prolina tritiada per a l'estudi de la
regeneracié de la matriu connectiva.
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MATERIAL BIOLOGIC

Obtencio6 dels exemplars
Procedencia dels exemplars
Els exemplars d'Hirudo medicinalis utilitzats en aquest estudi bé procedeixen de

diversos estanys proxims a Cantallops, a 1'Albera (fig. 6), o bé han estat
suministrats per Biopharm (UK).

¥

Fig. 6. Juny 1991. Estanys de 1'Albera, Cantallops.

Situada en la Mediterrania nord-occidental, I'Albera gaudeixd'un clima calid
i sec a l'estiu i suau i humit a I'hivern. En les abundants depressions que forma el
terreny, l'aigua dol¢a s'embassa en l'epoca plujosa per evaporar-se lentament en
el periode d'estiatge donant lloc a la formacié de llacunes semipermanents o
estanys intermitents de regim vernal.

La sangonera medicinal, avui practicament desapareguda, presenta en
aquesta zona una important poblacié. Poblacié que es manté gracies a les
excel.lents condicions de 1'habitat per 'abundéancia de vertebrats i especialment de
mamifers de pastura, juntament amb un baix grau de contaminacié ambiental.
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La coldonia més abundant és a 1'Albera, als estanys de can Nadal, en el
municipi de Cantallops. Una colonia amb exemplars vigorosos de totes les edats,
ben nodrits i que disposen de sang de mamifers - el ramat de vaques de pastura.

Captura dels exemplars

Per atreure els exemplars és suficient moure's per l'interior de l'estany, provocant
moviments ondulatoris que els serveixin d'orientacié envers una possible presa.

Les sangoneres es poden recollir amb les mans o amb un salabret metal.lic
mentre neden, o bé es pot esperar a que s'enganchin a les botes d'aigua, que
confonen amb el possible hoste, i recollir-les amb els dits o unes pinces.

Sha comprovat que la millor manera de recol.lectar-les sense malmetre-les
és amb els dits. La sangonera medicinal tarda uns segons des que entra en
contacte amb l'hoste fins que li clava les mandibules, el suficient per donar temps
a agafar-les i1 dipositar-les en un flasc6. Amb tot, es poden fer servir guants de
goma per protegir-se.

Per al seu transport al laboratori es posen en pots de boca ampla ben tapats
amb una mica d'aigua de l'estany al fons.

Per al transport a distancies llargues es dipositen a sobre d'una capa de
molsa ben humida amb un paper secant com a suport, s'enrotlla 1 es posa dins un
flasc6 amb petits orificis a la tapa. Empaquetades d'aquesta manera poden
aguantar alguns dies i fins i tot es poden enviar per correu com a paquet postal.

El rendiment de les captures és variable. El que sigui més o menys
abundant depén de molts factors: de l'estat nutricional, ja que els exemplars
saciats passen llargs periodes quiescents; del nivell de dessecament dels estanys,
ja que amb els estanys practicament secs no s'ha aconseguit trobar cap sangonera;
i de la temperatura, ja que amb el fred hivernen al fang. També s'ha observat que
en dies ventosos és dificil la recol.lecci6. Les ones de vibracié constants
ocasionades pel vent, fan que els exemplars no responguin a la pertorbacié
ocasionada per la preséncia d'un possible hoste.

Manteniment i cultiu al laboratori

Es poden mantenir al laboratori en aquaris o simplement en recipients de boca
ampla ben tapats amb petits orificis per a la ventilacié i una mica de sorra al fons.
No cal oxigenacié forcada. Els aquaris han d'estar situats en un lloc fresc i fosc.
Preferentment s’ha d'utilitzar aigua de pluja o de pou, encara que també es pot fer
servir aigua de l'aixeta descloritzada per aireacié durant 24 hores. La temperatura
de l'aigua pot oscil.lar entre els 18 %1 els 25° C.
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Per al treball s'han escollit animals adults ben nodrits que no necessiten
alimentar-se fins al cap de varies setmanes. El ritme d'alimentacié al laboratori ha
estat d'una vegada cada tres mesos. Per a l'alimentacié dels exemplars en
captivitat s'ha utilitzat fetge de porc fresc o sang de porc o de vedella heparinitzada
introduida dins d'un budell de pore.

En aquestes condicions de laboratori els exemplars es mantenen sans i
vigorosos, es produeix el procés de maduracié sexual i fins i tot es poden obtenir
capolls fertils.

La cria de sangoneres, pero, requereix de condicions més acurades. La terra
es posa en els aquaris de forma que faci un desnivell. En la part superior, en
l'interfase aigua-aire, es diposita molsa a fi de que les sangoneres puguin dipositar
els capolls. S'incorpora un sistema de circulacié d'aigua i filtracié i s’ha de controlar
'eutrofitzacié.

Els exemplars nascuts en el laboratori han estat alimentats amb granotes a
les tres setmanes de sortir del capoll.

Solucions fisiologiques per hirudinis

Composicié i osmolaritat del fluid hemocel.lomic

En Hirudo medicinalis els anions del fluid hemocel.lomic inclouen nitrat, fosfat,
sulfat i anions organics. Els cations majoritaris sén sodi calci i potasi. El contingut
en aminoacids és baix. L'osmolaritat total és de 201 mOsm i el pH oscil.la entre
7,32 1 7,48 (Sawyer, 1986). Molinas (comunicacié personal), utilitzant un
osmoOmetre Wescor Inc. 5100B de pressi6 de vapor, determina un valor per
I'Hirudo medicinalis comprés entre 210 1 215 mOsm/kg.

Solucions fisiologiques

Les solucions fisiologiques utilitzades sén:

a) Solucié salina 0,6% CINa 205 mOsm (pag. 279)

b) Solucié fisiologica de Nicholss i Kuffler per a sangoneres pH 7,4
(Sawyer i Fitzgerald, 1981) (pag. 279)
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MANIPULACIO EXPERIMENTAL

Anestésia, recuperacio i sacrifici

Per a l'anestésia dels animals s'ha escollit un meétode que, amb una irritacié
minima, produeixi la maxima relaxacié i que permeti una bona recuperaci6. De les
solucions anestesians provades: aigua carbonica, solucié al 2% d'hidrat de cloral i
etanol al 8%, és aquesta dltima la que s'apropa més a les condicions abans
esmentades. També s'’han fet proves d'anestésia mitjancant el fred, sense resultats
satisfactoris.

Per l'anestésia amb etanol es posa l'exemplar en un flascé6 amb aigua i
lentament s'hi va afegint etanol fins arribar a una concentraci6 del 8%. Es
imprescindible que l'etanol utilitzat sigui pur, sense agents desnaturalitzants, per
a la bona recuperacié dels exemplars. Deixant el flascé tapat els animals queden
anestesiats al cap d'uns 10-15 minuts.

Per a l'observacié és important que les sangoneres siguin fixades en un bon
estat de relaxacié. Si encara sén vives, en posar-les en fixadors com l'alcohol al
70% o el formol al 4% es contrauen fortament. En canvi una excessiva relaxacié en
cloroform o clorur de magnesi causa la desaparicié dels solcs entre els anuls.

Un bon metode per assegurar la mort dels exemplars en un estat de
relaxacié adequat és anestesiar els animals amb concentracions creixents d'alcohol
etilic fins arribar al 10% i perllongar la narcosi uns 40 min. Llavors es retiren les
sangoneres, es posen entre els dits per estirar-les i retirar l'excés de moc i a
continuacié es procedeix a la seva fixaci6.

Higiene i desinfeccio

Abans de practicar les manipulacions quirdrgiques és convenient retirar el moc
que recobreix l'animal i netejar la zona amb un coté moll d'alcohol al 8%. No es
pot utilitzar un alcohol d'alta graduacié perqué produeix cremades a les cél.lules
epidérmiques. Acabada l'operacié es neteja la ferida amb coté moll d'alcohol al 8%
1 es deixa que l'animal es recuperi de 'anestésia en una solucié de clorina (p-tolug
sulfocloramida de sodi) per evitar la infeccié.

Realitzacio de les ferides

Localitzacio6 de les ferides

Per realitzar les ferides sha escollit la zona del cos de l'animal que sembla més
adequada per facilitar l'observacié del procés de regeneracid.
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En el cos dHirudo es poden distingir 6 regions: cefalica, preclitel.lar,
clitel.lar, posterior, anal i caudal. Les regions cefalica, clitel.lar, anal i caudal s'han
descartat perqué presenten una gran complexitat anatomica. La regi6 preclitel.lar
té l'inconvenient de presentar la paret corporal amb una musculatura molt
poderosa que volta la faringe i molt poc teixit connectiu i a més €s una zona
relativament curta que no permet realitzar ferides gaire extenses.

La zona que anomenada posterior es troba per sota de la regié clitel.lar i
per sobre de l'anus, i a més és relativament llarga, la qual cosa permet la
realitzacié de ferides for¢a extenses, facilitant-ne el seu estudi. Les ferides s'han
realitzat a la zona posterior, aproximadament entre els anells 60 i1 85, d'uns 5 mm
de longitud.

Fig. 7. Visié dorsal d'un exemplar d'Hirudo medicinalis. Fig. 8. Visi6 ventral.

S'ha escollit la part ventral de 1'animal perqué és la menys pigmentada
(figs. 7 1 8). El pigment del tegument de la sangonera interfereix en l'observaci6
tant en la microscopia Optica, on apareix com una granulacié marr6, com en
l'electronica de transmissié, on apareix en forma de granuls electrodensos. En la
part dorsal, els espais intercel.lulars del tegument estan envaits per les
perllongacions citoplasmatiques de les cél.lules pigmentaries. En canvi a la part
ventral, encara que també s'hi troben cél.lules pigmentaries, sén molt més
escasses.
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Les ferides s'han realitzat en direccié dorso-ventral, en una situacié medio-
lateral per a no malmetre el cordé nerviés. S'ha de procurar no tallar els vasos

hemolimfatics laterals.

Ferides per incisié

Per a la realitzacié de les ferides s’ha utilitzat un bisturf esteril. Les ferides afecten
les capes epidérmica i dérmica del tegument i les tres capes musculars: la circular,
diagonal i longitudinal (figs. 9 i 10). Sha intentat que la ferida no afectés, sempre
que sigui possible, al parenquima perivisceral.

Fig. 9. Esquema d'una seccié transversal d'un exemplar d'Hirudo medinalis,
amb una ferida ventral per incisié. La ferida afecta l'epidermis, dermis i
musculatura circular, diagonal i part de la longitudinal (fletxa). CM:
musculatura circular. D: dermis. DM: musculatura diagonal. E: epiteli. H: canal
hemocel.ldmic ventral. I. intesti. IC: cec intestinal. LM: musculatura
longitudinal. NC: cordé nervids. P: parenquima periviceral.

Fig. 10. Esquema de la situacié, a la part ventral, duna ferida (fletxa).
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S'han realitzat séries de ferides en les que els animals se sacrifiquen a
diferents temps després de la realitzacié de la incisié. S'han realitzat:

- 2 séries per al seu processat en MET de: 10,4 h, 8 h, 12 h, 24 h, 48 h, 3
dies, 7 dies, 9 dies, 14 dies, 15 dies 1 7 mesos.

- 2 séries per a MO amb els mateixos temps que els realitzats en les de MET
iamés: 1h, 33 diesi57 dies.

- 1serie pera MES de 1h,12hi48 h.

A més, en els diferents estudis de marcatge s’han ralitzat altres séries, que
es detallaran als seus apartats corresponents, en les que s'han inclos altres
periodes.

En total, els periodes observats han estat:

10,1h,2,5h,4h,5h,6h,8h,12h,19h,20h,24 h, 32 h, 48 h, 52 h, 3 dies, 4 dies,
5 dies, 6 dies, 7 dies, 8 dies, 9 dies, 10 dies, 11 dies, 12 dies, 13 dies, 14 dies, 15 dies,
16 dies, 17 dies, 19 dies, 21 dies, 25 dies, 28 dies, 33 dies, 57 dies, 60 dies, 7 mesos 1 8
mesos.

Ferides per cauteritzacio

La cauteritzacié es realitza amb l'aplicacié6 durant un segén d'un filament de plati
incandescent sobre la superficie ventral de l'animal. S'obté una banda cremada
superficial d'aproximadament 1 cm de llargaria per 2,5 mm d'amplaria.
S'han realitzat séries de cremades amb 2 exemplars per cada temps de:
-1 série per a MO de: 1 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h, 3 dies, 7 dies, 1 mes i 3
mesos.
- 1série peraMES de 1h,12h,24 hi48h.

Cremades per nitrat de plata

Les cremades per nitrat de plata s'han realitat mitjancant l'aplicacié d'un coté
impregnat amb una solucid concentrada de nitrat de plata. S'envolica una
quantitat molt petita de coté en la punta d'una agulla enmanegada, es sumergeix
en la solucié de nitrat de plata i s'asseca una mica amb paper de filtre.
Seguidament es passa la punta de l'agulla per la superficie de l'animal sense
presionar massa, obtenint-se una cremada d'aproximadament 1 cm de llargaria.
S'han realitzat series de cremades amb 2 exemplars per cada temps de:
- 1 série per a MO de: 10', 4 h, 24 h, 48 h, 6 dies, 8 dies, 15 dies, 30 dies, 36
dies i 63 dies.
- 1 série per a MES de: 10, 12 h, 24 h, 48 h, 3 dies, 5 dies, 7 dies, 22 dies i 30
dies.
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Tractament amb colquicina

Per augmentar la provabilitat d'observar mitosis en el procés de regeneracié s'ha -
fet un tractament amb colquicina, que té la propietat de bloquejar les cél.lules en
mitosi.

La dosi recomanada per Salo et al (1984) en planaries és de 0,05%.

En una série de sangoneres amb ferides per incisié de 15 dies, 6 dies, 3 dies,
94 hi 1 hiuna de control sense ferida, se'ls han injectat 0,05 m! de colquicina
0,05% en la part ventral prop de la ferida. Al cap de 4 h se sacrifiquen els
exemplars prévia anestésia i es processen per a la seva inclusié en glicol
metacrilat o per a la realitzacié d"'squashos”.

Estudi de l'activitat fagocitaria dels amebocits

Per poder estudiar les cél.lules lliures de l'hemolimfa, els amebocits, i la seva
capacitat fagocitaria in vitro, s'han preparat monocapes d'amebocits i s’han
incubat amb diferents agents.

Obtencio d'amebocits

L'obtencié d’hemolimfa s’ha fet a partir del vas ventral. Amb l'animal anestesiat,
es practica un petit tall en la part ventral, just per darrere de l'anus. D'aquesta
manera s'evita que juntament amb el liquid hemocel.lomic es recullin restes del
contingut del tub digestiu. Es deixen sortir unes gotes de liquid hemocel.lomic i es
recullen amb una micropipeta. Per accelerar la sortida del liquid hemocel.lomic es
pot posar la sangonera vertical, perdo s’ha de tenir cura de no premer l'animal, ja
que es podria afavorir la sortida d'altres tipus cel.lulars dels teixits que han quedat
exposats per la ferida.

Obtencié de monocapes

L'hemolimfa es diposita sobre un portaobjectes que ha d'estar esterilitzat
previament durant 4h a 180° C per assegurar que no hi hagi cap endotoxina. A
sobre s'hi diposita una gota de solucié fisiologica de Nicholls i es deixa que les
cél.lules sedimentin i s'adhereixin al substrat durant 10-15 minuts en cambra
humida.

Seguidament es renta amb solucié fisiologica per retirar les cél.lules no
adherides. :

També s'han utilitzat portaobjectes d'adhesié (Superior 17 I 512) que porten
un tractament que facilita 'adheréncia de les cél.lules al substrat i eviten la seva
pérdua durant la manipulaci6é posterior.
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Incubacid

L'estudi de l'activitat fagocitaria in-vitro dels amebocits s'ha fet incubant-los amb
diferents agents: carb6 coloidal (Taab) en una suspensié diluida a unes 30 x 104
particules/ml, una suspensié de bacteris Escherichia coli de l'ordre de 10%/ml, una
suspensié de E. coli com l'anterior tenyida amb taronja d'acridina al 0,01%, una
suspensié Saccharomyces cerevisiae de l'ordre de 104%/ml, 1 una dilucié 1:10 de sang
de vaca heparinitzada.

Les particules: carbé, bacteris, llevats o eritrocits, s’han centrifugat a 1500
rpm i resuspés en solucié fisiologica de Nicholls, i s'ha repetit l'operacié tres
vegades.

La incubacié dels amebocits amb els diferents agents s'ha fet o bé en
monocapa o bé en suspensié.

La incubacié en monocapa s'ha fet afegint a una gota d'hemolimfa una gota
de la suspensié de particules corresponent i deixant-les incubar durant 45 min
sobre un portaobjectes d'adhesié.

Per a la incubacié en suspensié s’han recobert els portaobjectes amb una
capa de parafina a fi d'evitar 'adhesié dels amebocits. S'hi han dipositat una gota
d'hemolimfa i una gota de la suspenssié i s'ha deixat incubar durant 1 h.
Seguidament s'ha depositat aquesta suspensié en un portaobjectes d'adhesié i s'ha
deixat incubar 10 min més perque s'hi adhereixin els amebocits.

Acabada la incubaci6 es renta amb soluci6 fisioldgica de Nicholls.

Microscopia optica

Les preparacions es poden conservar submergides en alcohol de 70° o bé
fixades amb vapors de formol durant 30 min.

L'observacié en MO es fa amb contrast de fase amb un microscopi Docuval
Zeiss o0 bé, en el cas de la incubacié amb Escherichia coli tenyida amb taronja
d'acridina, en un microscopi Olimpus Vanox equipat amb epifluorescéncia.

Microscopia electronica d'escanning

Per al seu estudi en MES, es fixen en formaldehid-glutaraldehid (pag. 279) i
es deshidraten en la série alcoholica: alcohol 302, alcohol 50¢, alcohol 709, alcohol
96°, alcohol absolut 1 i alcohol absolut 2, amb passos de 5 min. cadascun. Es poden
guardar a la nevera en alcohol absolut durant un cert periode per ser
posteriorment processats.

Per a la MES s'ha utilitzat un Cambridge S4 del Servei de Microscopia
Electronica de la Universitat de Barcelona.
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MICROSCOPIA OPTICA

S'han emprat diferents tecniques de preparacié del material per a l'observacié de
les mostres en microscopia Optica. Les observacions s’han fet en un fotomicroscopi
Vanox (Olimpus) equipat amb epifluorescéncia i amb filtres d'interferéncia de
Normanski. Les observacions fetes amb contrast de fase s'han realitzat en un
fotomicroscopi Docuval (Zeiss).

Per la seva importancia metodologica, les técniques de marcatge amb
lectines i de deteccié de proliferacié cel.lular mitjancant anticossos monoclonals es
decriuen en un apartat diferent .

Per a la fotografia, s'ha utilitzat un filtre LBD i pel.licula Ektacrome 100
ASA per a les diapositives en color i un filtre verd IF 550 i pel.licula Kodak T MAX
100 ASA per a la fotografia en blanc i negre.

Per a la observaci6 rutinaria dels talls s’ha emprat la técnica d'inclusié en
glicol metacrilat. El glicol metacrilat és un material que permet obtenir seccions
semifines de peces relativament grans, sense necessitat d'emprar mitjans molt
sofisticats. Per a la realitzacié de proves de tipus histoquimic, com el marcatge amb
lectines o la deteccié de mitosis per anticossos monoclonals, s'han utilitzat les
técniques d'inclusié en parafina o de congelacié. També s'han utilitzat altres
técniques per a l'obtencié de preparacions: les extensions d'hemolimfa o moc i la
técnica d'aplatament o "squash" de seccions transversals de la sangonera.

Fixacio

Com a fixador universal s'’ha emprat el formol al 10% en tampé fosfat de Sérensen
pH 7,2 0,05 M (pag. 277). El temps de fixacié varia segons la mostra, oscil.lant
entre dues i quatre hores. Després de la fixacié es renten les mostres acuradament
amb el mateix tamp6.

En algunes de les técniques s'han utilitzat altres fixadors:

Per a la fixaci6é dels exemplars destinats a l'observacié de mitosis per la
técnica d'squash”, s’ha utilitzat el liquid de Carnoy (pag. 279) amb un temps de
fixacié de 15 min.

En l'estudi de la capacitat fagocitaria dels amebocits, les monocapes han
estat fixades amb vapors de formol durant 30 min.

En l'estudi de deteccié de proliferacié cel.lular per anticossos monoclonals,
en mostres processades amb parafina, s'ha fet servir el formol al 10% en tampé
fosfat de Sérensen pH 7,2 0,05 abans esmentat, perd també s'ha provat el fixador
recomanat en el protocol Amersham: formol al 10% en PBS 0,1 M pH7.4 (pag.
278). El temps de fixacié ha estat d'entre 3 i 4 hores. En mostres processades per
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criotomia els talls es fixen per immersi6 en acetona absoluta durant 20 minuts i en
alcohol acid (pag. 278) durant 30 minuts.

Metode de la parafina

Es deshidraten les mostres en una série etilica fins arribar a alcohol absolut.
S'aclareixen amb dos banys de toluol i s'inclouen en parafina pF 56-58° C
PANREAC, medi d'inclusié de teixits MEDIM-Plast pF 52 °C (DDM) o medi
d'inclusié de teixits Para-Clean pF 54-56 °C (Kliniphath).

Per a 1'obtencié dels talls es fa servir un microtom Reichert tipus Minot. Les
seccions obtingudes s6n de 5 a 7 um.

Metode del glicol-metacrilat (GMA)

La utilitzacié histologica del GMA requereix la imbibicié dels teixits pel mondomer
2-hidroxietil metacrilat o glicol metacrilat i la posterior polimeritzacié per formar
els blocs.

Previa deshidratacié en série etilica, les mostres han estat incloses en GMA
pel meétode d'inclusié per polimeracié en fred (Bonet, S. i Molinas, M. 1983). La
inclusié en GMA es pot fer per polimeritzacié dels plastics a l'estufa a 60 C o bé
per polimeritzacid en fred. La primera proporciona resultats excelents per a teixits
vegetals, la segona és molt més rapida i permet aplicar el métode per a estudis
histoquimics.

Inclusid per polimeritzacié en fred:

Solucions:

Solucié infiltradora

2-hidroxietil metacrilat (monomer) 80,0 ml
2-butoxietanol (regulador) 8,0 ml
benzoil peroxid (polimeritzador) 0bg

Solucié promotora
polietilen glicol (pastificant) 8,0 ml
N-N dimetil anilina (accelerador) 1,0 mil

(Amdues solucions poden conservar-se durant uns mesos a la nevera).
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Procediment:

1-Transferir les peces a la solucié infiltradora. Dos canvis de 12h seran
suficients
2-Barrejar acuradament la solucié infiltradora amb la promotora en proporeié
42:1, realitzant 'operacié en un bany de gel, de tal manera que, encara que
la reaccié sigui fortament exotérmica, no se sobrepassin els 20°C., Aquesta
proporei6 pot oscil.lar entre 50:1 (blocs més durs i polimeritzacié més lenta)
1 50:1,5 (blocs més tous i polimeritzacié més rapida).
Transferir les mostres a aquesta solucié per a la realitzacio dels blocs.
Convé evitar el contacte de l'oxigen que inhibeix la correcta polimeritzacig,
per la qual cosa s'utilitzen capsules tipus "Ependorf” tapades.
3-Col.locar els motlles al refrigerador (4°C). La polimeritzacié coméng:a al cap
de dues hores i pot donar-se per acabada tres hores més tard.

S'han obtingut talls de 3 a 5 um amb un microtom 1150- Autocut Reichert-
Jung.

Metode de la congelacio

Per a l'obtencié dels talls per criotomia s'han utilitzat dues tecniques de congelacié
de les mostres: per immersié en nitrogen liquid i per congelacié directa en el
micrdtom de congelacié. La utilitzacié de nitrogen liquid permet refredar la mostra
molt rapidament a temperatures molt baixes per la qual cosa s'afavoreix 1'obtencié
de talls molt prims amb l'estructura molt ben conservada. En la técnica de la
congelacié directa ni la rapidesa ni el grau de congelacié sén tan efectius, perd és
més apropiada per a l'aplicacié rutinaria, amb resultats suficientment bons.

Per a la congelacié en nitrogen liquid, les mostres, sense fixar, es col.loquen
en un suport de suro i s'envolten de medi d'inclusié per criotomia de la casa
Reichert-Jung, es submergeixen durant 30 segons en un liquid de transferéncia,
l'isobutil-penta, préviament refredat en nitrogen liquit, i després es transfereixen
a nitrogen liquid. Un cop congelades es tallen en un cridtom Bright o un criotom
Criocut-1800 Reichert-Jung, a una temperatura de -35° C. Les seccions, d'uns 8 um,
es recullen en portes gelatinats i es deixen assecar a l'aire durant 15 minuts.

En la teécnica de congelacié directa es processa una seccié transversal de
l'exemplar d'uns 5 mm. Aquestes seccions es col.loquen sobre el portamostres,
s'envolten de medi d'inclusi6 per criotomia Reichert-Jung i es deixen en l'area del
criotom destinada a la congelacié de les mostres. Un cop congelades es tallen amb
un microtom Criocut-1800 Reichert-Jung a una temperatura de -30° C. Les
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seccions, d'uns 10 um, es reculllen en portes gelatinats i es deixen assecar a l'aire
com en el cas anterior.

Extensions

S'han realitzat extensions de liquid hemocel.ldomic i de moc per a la seva
observaci6 en microscopia oOptica.

Extensions de liquid hemocel.lomic

Per a la realitzaci6 d'extensions s'ha obtingut el liquid hemocelomic de la forma
descrita anteriorment. S'ha col.locat una gota de liquid hemocelomic en un
portaobjectes, s’ha realitzat l'extensié 1 s’ha deixat secar a l'aire abans de realitzar
les diferents coloracions.

Extensions de moc tegumentari

L'alcohol al 8% utilitzat per a l'anestésia provoca en la sangonera la secrecié de
moc per part del tegument. Aquest moc es pot recollir facilment amb una pipeta,
posar una gota a sobre d'un portaobjectes i realitzar l'extensié de la manera
habitual. Un cop realitzades les extensions de moc s’han deixat assecar a l'aire
abans de la seva coloracio.

Métode de squash

L'observacié de mitosis pel métode d'"squash” o aplatament s'ha fet en una série de
sangoneres sacrificades en diferents temps després de la realitzacié d'una ferida
per incisi6: 15 dies, 6 dies, 3 dies, 24 hi 1 h i una control sense ferida.

Els exemplars enters s'han fixat amb liquid de Carnoy (pag. 279) durant 15
min. Seguidament s'han obtingut seccions transversals duns 2 mm de gruix amb
un bisturi.

Les seccions es tenyeixen amb orceina aceto-lactica, orceina acética (pag.
286) o carmi boracic (pag. 283), en un vidre de rellotge.

També s'han processat seccions en les quals s'havia fet una digestié, previa
a la tinci6, amb CIH 20% a temperatura ambient durant 5-7 minuts

Seguidament s'ha procedit a la realitzacié dels "squashos" col.locant cada
secci6 amb una gota de glicerina entre un portaobjectes i un cobreobjectes i fent
una petita pressi6 amb el dit. Les preparacions s'han segellat amb laca d'ungles
abans de la seva observacio.
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Coloracio i muntatge

A més de les coloracions generals per a l'observacié rutinaria dels talls s'han
realitzat diverses coloracions histoquimiques. La descripcié detallada dels diferents
protocols es descriu en 1'annex 2.

Talls en parafina

Les seccions procedents de blocs de parafina s'han desparafinat amb toluol i
rehidrat amb una série etilica abans de procedir a la coloracié. En les seccions
procedents de la criotomia s'aplica la coloracié directament.

Generals:
-Hematoxilina de Delafield-eosina. (pag. 284).

Metacromatiques:

-Blau de toluidina. Amb aquesta coloracié els mucopolisacarids acids presenten
metacromasia de tipus beta (color violeta no persistent després d'un tractament
amb alcohol), i els mucopoisacarids sulfatats metacromasia de tipus gamma
(color vermell que suporta el tractament amb alcohol). En aquestes preparacions
la deshidratacié s’ha fet amb una série d'acetones (pag. 282).

Impregnacions:

- Impregnacié argéntica de Gomori. Posa de manifest les fibres connectives;
les fibres reticulars queden negres i les col.lagenes d'un to ataronjat (pag. 285).

Histoquimiques:

-Blau de coomasie. El blau de coomasie s'utilitza normalment per a la deteccié
quantitativa de proteines en espectofotometria (Bradford, 1976). Com que és un
meétode molt sensible 1 presenta poques interferéncies 'hem adaptat per a us
histoquimic (pag. 281).

-Reaccié del blau de Prussia segons el métode de Perls, 1867. Per a la deteccié
de ferro en estat férric. Hi ha un pigment marré-daurat anomenat hemosiderina
que conté i6 ferric que es pot demostrar amb aquesta reaccié. També es troba
ferro associat a 'hemoglobina, pero esta lligat a la proteina molt fortament i en
aquesta forma no és susceptible de demostracié. Un tractament curt amb peroxid
d'hidrogen a 100 volums pot alliberar suficient ferro per demostrar-lo amb la
reaccié del blau de Prissia (pag. 282).

Les preparacions procedents de blocs de parafina s'han muntat en medi

hidrofob Entellan (Merk) previa deshidratacié i aclariment amb toluol o bé en
medi hidrofil Acuovitrex (Analiticals).
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Talls en GMA

En les seccions procedents de blocs de GMA no sha de retirar el plastic ja que la
seva hidrofilia permet aplicar la coloraci6 directament sense necessitat de
desplastificar ni rehidratar. El plastic pot quedar tenyit débilment amb algun dels
colorants, perd aquest fet no interfereix en l'observacié. L'aplicacié de les
técniques de coloracié requereix una adaptaci6 per aquest medi d'inclusié.

Generals:
-Hematoxilina de Harris-eritrosina (pag. 284).

Metacromatiques:
-Blau de toluidina (pag. 282).

Impregnacions:
- Impregnacié argentica de Gomori (pag. 285).

Histoquimiques:

-Blau d'alcia-PAS. Aquest meétode permet diferenciar els mucopolisacarids
neutres, PAS positius, dels mucopolisacarids acids, positius en la coloracié amb
blau d'alcia (pag. 281).

-Blau de coomasie (pag. 281).

Les preparacions procedents de blocs de GMA, una vegada acabada la
coloracié i després de rentar-les acuradament amb aigua destil.lada, s'assequen a
I'aire o sobre una placa calefactora i es munten amb Entellan.

Talls per congelacio

Generals:
-Hematoxilina de Delafield-eosina. (pag. 284),

Especifiques:

-Sudan per grasses i fosfolipids. Els colorants de Suda tenyeixen els greixos
(pag. 286).

-Sudan per lipids. Es pot fer un pre-tractament amb brom per evitar 1'extraccié
de lecitina i acids grassos durant els passos amb alcohol i, a més, converteix el
colesterol en bromo-derivats que sén sudanofilics (pag. 287).

El muntatge de les preparacions s'ha fet com en el cas de les preparacions
de parafina o amb glicerina.
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Extensions

Extensions de liquid hemocel.lomic:
- Wright. Coloracié hematologica (pag. 287).
- Giemsa. Coloracié hematologica (pag. 283).

Extensions de moc:
-Blau de coomasie (pag. 281).

Tecniques de squash

Coloracions nuclears:
-Orceina aceética. Coloracié nuclear que permet un excel.lent estudi del cariotip
(pag. 286).

-Carmi boracic Coloracié nuclear molt apropiada per als muntatges totals. (pag.
283).

Un cop feta la coloraci6 es posa la secci6 en un portaobjectes amb una gota
de glicerina, es realitza el "squash" i se segella el cubreobjectes amb esmalt

d'ungles.
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MICROSCOPIA ELECTRONICA

Microscopia electronica d'escanning

Per a la seva observacié en microscopia electronicad'escanning (MES), les mostres
s'han rentat amb solucié fisiologica i s'han fixat amb formol al 10% en tamp6 fosfat
de Sérensen pH 7,2 0,05 M (pag. 278) durant 60 min.

Després de rentar acuradament amb tamp6 s'ha procedit a la deshidratacié
per mitja d'una série etilica i s'ha portat a acetat d'amil.

Procediment:

1- Etanol 50%, 1 h.

2- Etanol 70%, 1 h.

3- Etanol 90%, 30 min.

4- Etanol 96%, 15 min.

5- Etanol absolut, 3 canvis en 15 min.

6- Etanol absolut-acetat d'amil (3:1), 10 min.
7- Etanol absolut-acetat d'amil (1:1), 10 min.
8- Etanol absolut-acetat d'amil (1:3), 10 min.
9- Acetat d'amil, 3 canvis en 15 min,

Les mostres s’han dessecat en un dessecador de punt critic Polaron E-3000
utilitzant acetat d'amil com a liquid de transferéncia i anhidrid carbonic com a
liquid de transmissié. S'han metal.litzat amb un diode d"sputtering” Polaron E-
5000 formant un recobriment de ca. 400 A de gruix.

Les observacions s'han fet en un microscopi Super III-A ICI i un Cambridge
Instruments Stereoscan 120 del Servei de Microscopia Electronica de la
Universitat Autonoma de Barcelona i un Cambridge S4 del Servei de Microscopia
Electronica de la Universitat de Barcelona .

Microscopia electronica de transmissio
Fixacio i inclusio

Els exemplars destinats a l'observacié per microscopia electronica de transmissié
(MET), han estat fixats amb formaldehid-glutaraldehid en tampé cacodilat pH 7,2
0,05 M (pag. 279) durant 2,5 hores a 4° C i rentats en tamp6 cacodilat pH 7,2 0,1 M
(pag. 277) durant 3 o 4 hores, efectuant de dos a tres canvis.

Seguidament es fa una postfixacié6 amb tetraoxid d'osmi 1% (pag. 279) en
tamp6 cacodilat 0,1 M durant 1 hora a 4° C.

36



microscopia electronica

Després de rentar-les amb tres canvis de 5 minuts cadascun amb tampé i
tres canvis més de 10 minuts cadascun amb aigua bidestil.lada, es procedeix a la
inclusié de les mostres en resina Spurr (Polaron). Es fa una deshidratacié
convencional en acetona i un aclariment en oxid de propile.

Procediment:

1- Acetona al 50%, 10 minuts.
2- Acetona al 70%, 10 minuts-12 hores a la nevera.
3- Acetona al 95%, 10 a 15 minuts.
4- Acetona absoluta, 3 canvis en 10 minuts.
5- Acetona- oxid de propiié (1:1), 2 canvis en 15 minuts.
6- Oxid de propilé- Spurr (2:1), 30 minuts.
7- Oxid de propile- Spurr (1:1), 60 minuts.
8- Spurr, 12 hores a 4° C.
9- Spurr, 2 hores a 4° C.
10- Spurr, 24 hores a 55° C.

Dels blocs s'han obtingut talls semifins i ultrafins de 600 a 700 A de gruix
amb un ultramicrotom LKB IIT del Servei de Microscopia Electronica de la
Universitat Autonoma de Barcelona.

Contrastat dels talls ultrafins

Els talls ultrafins han estat contrastats amb el métode convencional: acetat
d'uranil- citrat de plom.

Procediment;

1- Contrastat amb acetat d'uranil (pag. 279) durant 7 o 8 minuts.
2- Rentatge acurat amb aigua bidestil.lada.

3- Eixugada de la reixeta amb paper de filtre,

4- Citrat de plom (pag. 280) durant 15 minuts,

5- Rentatge acurat amb aigua bidestil.lada.

6- Eixugada amb paper de filtre

Per a la tinci6 es depositen gotes de la solucié colorant, ja sigui acetat
d'uranil o citrat de plom, en una superficie parafinada (Parafilm) en una placa de
Petri. En la tincié amb citrat de plom, per evitar la formacié de precipitats de
carbonat de plom, s’ha de resguardar la solucié del COg atmosferic, per aixo es
dipositen llanties de KOH al voltant que captin el COg. Es col.loca una reixeta
sobre cada gota i posteriorment es renten per immersié repetida en una série
d'almenys 5 cubilets d HoO bidestil.lada.

Les observacions s'han fet amb un microscopi electronic de transmissié
Hitachi HU 12 i un Hitachi H 7000 del Servei de Microscopia Electronica de la
Universitat Autonoma de Barcelona.
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MARCATGE AMB LECTINES

L'estudi de la lamina basal durant el procés d'epitelitzacié s'ha fet utilitzant les
tecniques de marcatge amb lectines.

El lligament de la lectina al teixit es mostra per coloracié directa, amb la
conjugacié de la lectina amb un marcador, la isotiocianat de fluoresceina (FITC)

Per a trobar les lectines amb afinitat especifica pels carbohidrats de la lamina
basal, es va fer un estudi previ amb una bateria de lectines: PNA, Con A, DBA,
SBA, WGA i VVA (taula II), els resultats del qual van indicar com a més
apropiades la PNA i la Con A. Les altres lectines marcaven altres estructures: la
DBA i la SBA les cél.lules pigmentaries, la VVA la cuticula i la DBA les cél.lules
del pseudoblastema débilment. Entre la Con A i la PNA s'ha treballat
preferentment amb aquesta tltima, perque el marcatge per a la membrana basal
és més especific. Amdues marquen, a més de la membrana basal, les fibres del
teixit connectiu, si bé la PNA ho fa molt més débilment.

S'ha realitzat el marcatge amb PNA i Con A en mostres procedents de
sangoneres sacrificades a diferents temps a partir de la realitzacié de les ferides
per incisié.

Obtencio de les mostres i processat histologic

Per a l'estudi previ amb la bateria de lectines, s’han utilitzat sangoneres amb una
ferida de 48 h. S'han obtingut seccions, d'uns 4 pm de gruix, amb un cridotom
Bright, de la Facultat de Medicina de Lleida, pel métode de la congelacié per
immersié en nitrogen liquid. També s'han obtingut seccions d'uns 7 pum de gruix
pel meétode d'inclusié en parafina pF 56-58° C

Per al marcatge amb PNA i Con A s'’han realitzat tres séries de ferides. En
cada série s'han processat dos exemplars de cada temps i un de control sense
ferida. Els teixits processats per parafina han estat fixats de la manera habitual
amb formol al 10% en tampé fosfat de Sorensen pH 7,2 0,05 M (pag. 277). Els
teixits processats per criotomia no han estat fixats. Com a teixit control s han
processat seccions de ronyé de Rattus norvegicus.

De la primera série, de 6 h, 24 h, 9 d 1 17 d a partir de la realitzaci6 de la
ferida, s'han obtingut seccions d'uns 7 um de gruix pel métode de la inclusié en
parafina pF 56-58° C.

De la segona, de 6 h, 32 h, 52 h, 5 dies, 9 dies, 14 dies i 19 dies, s'han obtingut
seccions d'uns 7 pm de gruix pel meétode d'inclusié en Medium-Plast pF 52° C.
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De la tercera, de 5 h, 20 h, 48 h, 7 dies, 14 dies i 21 dies, s'han obtingut
seccions d'uns 8 pm de gruix pel meétode de la congelacié directa.

De la quarta, de 2,5 h, 19 h, 23 h, 48 h, 4 dies, 13 dies, 28 dies, 48 dies i 8
mesos s'’han obtingut seccions d'uns 8 um de gruix pel metode de la congelacié en
nitrogen liquit. Durant la incubacié es desenganchen molt els talls, provocant que
molts es perdin o s'arruguin. Per evitar aquest fet, immediatament després de la
microtomia s'han sumergit els portes en Colodi6 (Merck) durant 5 minuts i després
shan deixat assecar a l'aire. La incubacié s’ha realitzat amb i sense Colodi6 i s'ha
pogut observar que aquest no impedeix el marcatge, si bé que és meys fort.

Immediatament abans d'utilitzar, els talls de parafina han de ser
desparafinats amb xilol molt acuradament per assegurar un bon marcatge.
Seguidament es rehidraten 1 es porten a tampé fosfat sali (PBS) 0,05 M pH 7,4
(pag. 278).

Les seccions procedents de la criotomia es processen directament, després
de deixar-les secar a l'aire durant 20 min.

Marcatge
Preparacio de les solucions

Per al marcatge s'ha utilitzat una solucié de 2 mg de lectina/10 ml de PBS. La
lectina se suministra sense diluir i, un cop oberta, es pot guardar en el congelador
durant un cert temps en forma de una soluci6 mare de 2 mg de lectina/l mg de
PBS. ‘

Les solucions de sucres inhibiros sén 0,2 M en PBS.

Els derivats fluorescinats de les lectines i els sucres inhibidors
corresponents han estat suministrats per la casa Sigma.

Incubacid

1- Netejar 1'exés de PBS al voltant del teixit, anant amb conte de que no
s'assequin els talls.

2- Incubar amb la solucié de treball de la lectina durant 45 min.

3- Rentar amb PBS. 4 canvis durant 15 min.

4- Muntar amb un medi hidrofil per fluorescéncia (Fluoroprep, BiocMerieux)

Controls

S'han fet controls negatius incubant els teixits amb les diferents lectines
juntament amb els seus sucres inhibidors corresponents (taula II). Primer sha
deixat incubar durant 45 min. la soluci6 0,2 M del sucre corresponent amb la
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solucié de treball de lectina en una proporcié 1:1. Seguidament s'ha procedit a la
incubaci6 dels talls de la forma descrita.

En el cas del marcatge amb PNA i Con A, també s'han fet controls incubant
amb sucres inapropiats per demostrar l'especificitat. Si el lligament de la lectina
als teixits és especific, s'inhibira completament amb la preséncia d'una solucié del
sucre inhibidor apropiat, perd no amb un sucre inapropiat (Leatherm i Atkins,
1983).

LECTINES SUCRES INHIBIDORS
Arachis hypogaea (PNA) NAcGal
Concavalina A (Con A) Glu
Dolichus biflorus (DBA) NAcGal
Glicina max (SBA) NAcGal
Tritium vulgaris (WGA) NAcGal
Vicia villosa (VVA) NAcGal

Taula II. Lectines amb els sucres inhibidors corresponents
utilitzats Glu= glucosa, NacGal= N-acetil-galactosamina.

Microscopia de fluorescencia

Per a l'observacié s'ha utilitzat un microscopi Olimpus Vanox equipat amb
epifluorescencia.

Per observar l'emissi6 de fluorescéncia produida pel isotiocianat de
fluoresceina, s'ha fet servir un filtre d'exitaci6 B BP490, (blau), que produeix una
longitud d'ona d'exitacié de 380 a 490 nm. El mirall dicroic i el filtre barrera han
estat els DM 500 i el AFC + O 515 respectivament, produint-se una llum d'emissié
per sobre dels 515 nm.

Quan s'utilitza el filtre d'exitacié B, el filtre exitador supletori EY 455 déna
un millor contrast per reduccié de l'autofluorescéncia dels propis teixits.

Es poden fer servir filtres de barrera suplementaris com el G 520, que
bloqueja les longituds d'ona per sobre de 540 nm (vermell-taronja), o el B 460 que
déna una llum fluorescent més natural i bloqueja o redueix considerablement la
llum fluorescent vermella i taronja.

Per a la fotografia s'ha utilitzat un film Kodak T MAX 100 ASA per B&N i
un Ektachrome 100 ASA per diapositives color. Els temps d'exposicié s'han reduit
a aproximadament un quart del indicat pel fotometre.
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MARCATGE D'ACTINA AMB FAL.LOIDINA FLUORESCEINADA

Per a la detecci6 especifica de l'actina s'ha utilitzat una fal.lotoxina fluoresceinada.
Les fal.lotoxines s'aillen a partir del bolet Amanita phalloides. Es lliguen als
filaments de F-actina 1 a la F-actina monomeérica, perd no a la G-actina
monomerica. Les fal.lotoxines tenyeixen F-actina a concentracions nanomolars i
sén extremadament solubles en aigua.

La fal.lotoxina utilitzada ha estat la fal.loidina F-424 (Molecular Probes, Or,
USA).

Obtencio de les mostres i processat histologic

S'ha efectuat una série de ferides per incisié de 1 h, 6 h, 24 h, 48 h, 3 dies, 4 dies, 7
dies, 8 dies, 11 dies, 12 dies, 15 dies 1 16 dies. Es fereixen dos exemplars per cada
temps.

Com a controls shan inclos 2 exemplars sense ferir.

Les seccions, d'uns 10 pm, s'han obtingut per criotomia prévia congelacié
amb nitrogen liquit.

Les seccions es processen sense fixar, immediatament després de la
criotomia. Segons Garana et al (1992), les seccions no fixades es poden utilitzar
després de ser guardades durant un cert temps a -80° C.

Marcatge
Preparacio de les solucions

-Preparacié de la soluci6 mare:

1- El producte se suministra en forma d'un vial que conté 300 unitats de
fal.lotoxina fluorescent (una unitat és la quantitat necessaria per tenyir una
preparacié).

2- El contingut del vial es dissol en 1,5 ml de metanol (200 unitats/ml). Aquesta
solucié mare és aproximadament 6,6 micromolar.

-Preparaci6 de la soluci6 de treball:

1- S'hagafa la quantitat necessaria (5ul/unitat) amb una pipeta i es deixa secar
en els marges d'un pot tipus ependorf.

2- Un cop sec, es redissol en tampé fosfat sali (PBS). Aquesta solucié s’ha de
preparar just abans de la seva utilitzaci6.

41




Incubacio

Procediment

1- Rentar amb 2 canvis de PBS.

2- Secar al voltant de 1'especimen.

3- Afegir suficient solucié de treball per cobrir 'especimen.

4- Incubar a temperatura ambient durant 45 min.

5- Rentar rapidament amb 2 canvis de PBS.

6- Muntar amb medi hidrdfil per fluorescéncia (Fluoroprep, BioMerieux).

Controls

A cada portaobjectes s'han incubat quatre talls amb el marcador i dos talls amb
PBS sense fal.loidina, per a utilitzar-los com a control negatiu.

Microscopia de fluorescencia

La fal.lotoxina utilitzada, fal.loidina F-424 (Molecular Probes, Or, USA),
esta conjugada amb fluoresceina, que té un maxim d'exitacié de 495 nm i un
maxim d'emisié de 520.

Per a l'observacié s'ha utilitzat un microscopi Olimpus Vanox equipat amb
epifluorescencia.

S'ha fet servir un filtre d'exitacié BP490, (blau), que produeix una longitud
d'ona d'exitacié de 380 a 490 nm. El mirall dicroic i el filtre barrera han estat el
DM 500 i el AFC + O 515 respectivament, produint-se una llum d'emissié per
sobre dels 515 nm.,

S'ha wutilitzat una convinacié de filtres supletoris per evitar la
autoflurescencia dels teixits: EY 455 com a filtre d'exitaci6 supletori i O 530 com a
filtre barrera supletori.

Per a la fotografia s'ha utilitzat un film Kodak T MAX 400 ASA per B&N i
un Ektachrome 400 ASA per diapositives color. Els temps d'exposicié s'han reduit
a aproximadament un quart del indicat pel fotdmetre. '
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DETECCIO DE PROLIFERACIO CEL.LULAR PER INCORPORACIO
DE BrdU

Per a l'estudi de l'activitat mitotica s'utilitza la técnica de la deteccié mitjancant
anticossos monoclonals. Aquesta técnica es basa en la incorporacié d'un analeg de
la timidina, la 5-bromo 2'-deoxiuridina (BrdU), seguida d'una detecci6 per
anticossos monoclonals.

S'han utilitzat dos métodes lleugerament diferents, un basat en el kit "Cell
Proliferation RPN-20" (Amersham) i l'altre en el "5-Bromo-2'-deoxy-uridine
Labeling and Detection Kit I" (Boehringer).

S'han realitzat diferents proves de l'experiment introduint algunes variants
respecte el protocol indicat per les cases comercials (taula IID).

Cell Proliferation RPN-20 (Amersham)

Per incrementar la sensibilitat d'aquesta técnica, les cél.lules sén exposades
simultaneament a la BrdU i a la 5-fluoro-2'-deoxiuridina, un inhibidor de la
timidilat sintetasa, que incrementa la incorporacié de la BrdU reduint la
competicié amb la timidina endogena. En aquest procediment s'utilitza també una
nucleasa que permet 1'accés de 1'anticos anti Brdu al DNA sense fer necessari l'us
d'un pretractament quimic acid o alcali massa drastic. L'anticdos anti BrdU es
detecta amb un anticos anti Ig de ratoli marcat amb peroxidasa. Posteriorment la
peroxidassa es fa polimeritzar amb diaminobencidina (DAB) en la preséncia de
cobalt i niquel, donant una coloraci6é negre-blabosa en els llocs on s'ha incorporat
la BrdU.

Reactius i preparaci6 de les solucions mare 1 de treball:

1- Marcador: Solucié aquosa de 5-bromo-2’-deoxiuridina 1 5-fluoro-2'-deoxiuridina
(10:1). Se suministra en una solucié concentrada de 3 mg de BrdU/ ml que es
pot diluir segons els requeriments del material emprat.

2- Anticds monoclonal anti BrdU i DNA nucleasa en tampé tris-sali pH 7,6 amb
albumina de serum bovi al 1%, clorur de magnesi i preservatiu. Solucié a punt
per el seu us. En el kit utilitzat a la prova n® 5, I'anticos i la nucleasa es troben
en flascons separats i s'han de barrejar just abans de fer servir.

‘3- Anticos anti Ig de ratoli conjugat amb peroxidassa en tampé fosfat sali pH 7,4
amb albumina de serum bovi al 1% i preservatiu. Solucié a punt pel seu us.

4- Substrat / intensificador: Solucié aquosa amb peroxid d’hidrogen, clorur de
cobalt i clorur de niquel.

5- DAB: Tetraclorur de 3,3-diaminobencidina que s'ha de diluir en 20 ml de tampé
fosfat 0,05 M pH 7,4 (pag. 277) i guardar en alicuotes de 1 ml a -202 C.

43




(enunyuo))

Npag 9p operodiodur juedue(jrw Je[nj 32 opeIajioid ap 011919

I VINVL

07§ dd qp P ot
ar | w0z : T Lo wmpopg|oswams 33 [ 90T | Bm o9 | 96001 | 3w SzT | L0
’ % 071 [ouLIo]
Ut U0 * up
02§ d4d URSURI0S ¢ €U
Ut ue * 1 jserd umipa| 181505 ode; e 8w 09 %0€ 3w G°/9 BAOI]
OUuLIO
1 U1z _ % OT TomLIo}
q Uo¢ +
d UISULIQ o
up  furwpg ug + T | sefinson] wosog o | UST - %8 8w 7T | eaoig
% QT [otnio]
yy 49T - cott
umg e UWOE 4f - Ut § ug
) : 095 4d USSURIQS
euryered jeJsoj oduue;
urw e  (UOE Yy - - % QT JOULIOJ g T U
a7 Yl = Y w9
LagifYy urag e Yy - g ¢ g g BAOI]
, «%w mw g | nrosddaw
wwge | UTQE Y| - - 4 %01 10w
L1eg 1Ie| ZOZH qure oTEX) npig opeqIOUL | soydIN
DV 0opeqnoul|yy opegnour qu que JUBTIEDED] olsnpul,p ap sdul) ke opeqnour | 1P [ Q0T |1eSunx /npig wﬁﬁo&m.u sad
sduway sdua) juRueen sdum) pow “IOPEXT] sdure) /[npad] arew os (0001 /[0pad]
VOININOOLSIHONNININT OIDDALHd JIDOTOLSIH LVSSIO0Ud SUVTINEXH STV (1P 3d OIDVIOJIIODNI




-1o8uLIoyog I [2 82NN BY,S 6 T g $9qo.d s3] U2 anb ajUsWI ‘WeySISWY I [0 JBZININ BY,S 7 T T S[ONUOD S[@ Ua T /-1 saqord s9y ug

q .1ogns 0
_ BYAE EPRD 8w - - oLIqWID
g1 ue ui 1serd wnips| % 01 JOULIO) e 00¢ N\ ﬁ o.mwﬁo 3
q A ! v . _ o S 1018l
Ut ug - I 15e1d WNIPSA] uwmnuuom 31 e %001 9 [ jonuon
% QT JotIo)
_ .0€ PDE 6 o
g1 U0z + BRLOIOLD {oqoore gy sw 09 %001 sw G77 BAOI]
,07 BUOIAIE
0% PPY g U
Ul uo¢ + - erwolopd | fogoore ugy 3w (9 %00T 3™ SZT | vrorg
,07 BUOADE
(Ot PE /o
Ut H0¢ + qt BIUIOJOLD JoyodTe ugt 3w ()9 - - eAOLg
‘ ,07 BUOIDE
.OM MUN @ OAH
qy U0z + uf vrmotop> | ‘Soenrs ugy 3w (9 %00T | 3% SZZ | vaosg
,0Z BUOIIE
0¢ PDE 3w Qo
qy uoe + uft BTUIOJOLID JoyodTE gy gw 9 %001 ST | ehoig
,07 BUOJIE
ey et ZOZH quue OIExIy npeig oEgnoul STIOYDIN
v opeqmour| )y opeqnouy| _ HID qrE yourepen | SSOPRPULP op sdws1  |quie gpeqrour| peur [ 00T |re8uwr /apag wﬁpoﬁou sod
sdwoy sdta] luswreloel) sdu) Ipat -I0pEX1] sda) /[npag) orew os  |P00T/ [npag]
VOINIOOLSIHONNIWINI QIDDA.1Ad OIDQTOLSIH.LVSSHO0Ud SAVTINIXT STV NPId 3d QIDVIOJIIOONI

(openunuod) Npig op operodrodur juedue(jiu Ie[n[Pd opelsyold ap 0139

I VINVL



material i métodes

5-Bromo-2'-deoxy-uridine Labeling and Detection Kit I (Boehringer)

El medi de incubacié conté unicament el marcador, BrdU, en PBS. L'anticos
primari va acompanyat, com en el kit anterior, d'una nucleasa. I'anticos secundari
estd marcat amb fluoresceina i1 el marcatge s'observa en microscopil de
fluorescéncia.

Aquest test estd basat en el mateix pricipi que l'anterior perd evita la
confusié de la coloracié obtinguda pel meétode de la peroxidasa amb els pigments
propis de la sangonera.

Reactius i preparacié de les solucions mare i de treball:

1- Marcador: Solucié de 5-bromo-2'-deoxiuridina 1 5-fluoro-2'-deoxiuridina en PBS
10 mmol/l (3,07 mg/ml), que es pot diluir segons els requeriments del material
emprat.

2- Tampé fosfat salf (PBS).

3- Tampé de incubacid: tampé tris 66 mmol/l, Mgo 0,66 mmol/l, 2 mercaptoetanol
1 mmol/L

4- Anticds monoclonal anti BrdU 1 nucleasa en PBS/glicerina. La solucié de treball
es prepara just abans de fer servir diluint-la 1:10 amb el tampé d'incubacié.

5- Anticos anti Ig de ratoli fluoresceinat liofilitzat. La solucié mare es prepara
dissolvent 'anticos liofilitzat en 1 ml d'aigua bidestil.lada. Es estable a 4° C. La
solucié de treball es prepara jus abans de fer servir diluint la solucié mare 1:10
ambp PBS.

Incubacié amb BrdU

S'han fet proves inoculant diferents quantitats de la solucié mare de BrdU
suministrada en el kit.

La concentracié indicada per al marcatge in vivo per les cases comercials és
la de 1-2 m! de marcador sense diluir per 100 gr de pes corporal, equivalent a 3-6
mg de BrdU/100 g de pes corporal. Ates el baig pes de les sangoneres, uns 0,5 g en
les sangoneres de tamany mitja que s'han utilitzat, sha optat per diluir el producte
amb soluci6 fisiologica de Nicholls i Kuffler (pp). Partint de la quantitat indicada
s’ha augmentat progressivament la quantitat fins 225 mg/100 g pes corporal (taula
III). Ateés que la BrdU és fotolabil, durant tot el processat s'evita una exposicié
exessiva a la llum.

Els temps d'incubacié han oscil.lat entre el indicat en els protocols, de 1
hora, i 24 hores (taula III).

Previa anestésia s'injecta als animals amb BrdU. S'’han incubat exemplars a
diferents temps després de la realitzacié de les ferides.
En les proves 1-5 s'han utilitzat exemplars adults en els que s'els hi ha practicat
una ferida per incisi6, amb uns interals a partir de la realitzaci6 de la ferida fins al
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sacrifici de: 8 h, 24 h, 48 h, 3 dies, 4 dies, 5 dies, 7 dies, 10 dies, 14 dies, 25 dies 1 60
dies. En les proves 6 i 7 s'han utilitzat exemplars immadurs nascuts en el
laboratori, d'aproximadament un més d'edat, els quals havien realitzat un sol apat
a base de granotes, amb ferides per incisié de 5 dies. En les proves 7 i 8 s'han
utilitzat exemplars immadurs, d'aproximadament un més d'edat, suministrats per
Biopharm, els quals havien estat alimentats amb sang de mamifers. En la prova 7
s'ha realitzat una seérie de ferides de: 48 hores, 3 dies, 7 dies, 14 dies i1 25 dies. En la
prova 8 s'’ha realitzat una série de cremades per nitrat de plata de 7 dies i 14 dies.
En cada una de les proves s'injecten 2 animals per cada temps.

S'ha de tenir amb compte el temps d'incubacio de cada experiment (taula
III) a I'hora d'interpretar una possible incorporacié de 1la BrdU.

S'injecten entre 0,2 i 0,4 ml per exemplar depenent de la mida de la
sangonera. La injeccié es fa a dos punts diferents situats prop de la ferida.

També s'’han fet proves afegint BrdU en el medi a més de la injectada als
animals (taula III).

Després del periode d'incubacié se sacrifiquen els animals amb una
anestésia perllongada i es processen els teixits per a la inbibicié en parafina o per
a la criotomia amb congelacié per nitrogen liquit.

Controls

En les diferents proves s'inocula BrdU a un parell d'exemplars sense ferida
1 es fa un control negatiu amb un parell de sangoneres ferides injectant-1'hi solucié
fisiologica de Nicholls i Kuffler sense BrdU.

En les proves realitzades amb el kit de la casa Amersham, s'han realitzat
controls amb un ratoli blanc, Mus norvegicus, i embrions d'alzina surera, Quercus
suber. El ratoli s'injecta amb una concentraci6 de 2 ml de marcador sense diluir
per 100 g de pes corporal i s’ha deixat incubar durant 24 h. Es processen dos
organs rics en teixits amb molta regeneracié com sén la llengua i1 l'intesti. De
l'alzina surera, s'incuba la porcié de l'agla on es troba l'embrié. La solucié
marcadora es dilueix amb aigua de l'aixeta en una proporcié de 0,3 mg BrdU/ml i
s'incuben els embrions durant 24 h (taula III).

47




Deteccié immunohistologica
Processat histologic
Mostres incloses en parafina:

Com a fixador s'’ha utilitzat el formol al 4% en tampé fosfat de Sérensen 0,056 M pH
7,2 (pag. 277), que és el que s'utilitza per hirudinids. També s'ha provat el fixador
recomenat en el protocol Amersham: formol al 10% en tampé fosfat sali (PBS) 0,1
M pH 7,4 (pag. 278). El temps de fixaci6 ha estat entre 31 4 h (taula III).

Per a la fixacié dels teixits de Mus norvegicus s'ha emprat el formol al 10%
en tamp6 fosfat 0,05 M pH 7,4 (pag. 277). Per a l'embri6é de Quercus suber s'ha
emprat formol creta al 10% pH 7 (pag. 278).

Després de la fixaci6 es procedeix a la deshidrataci6 en série etilica,
aclariment i inclusié en parafina:

Procediment:

1- A 70% durant tota la nit.

2- A 96%,2 canvis de 1/2 h cada un.
3- AA , 3 canvis de 1/4 h cada un.
4- Xilol, 3 canvis de 1/2 h cada un.
5- Xilol-parafina, de 1 h a 40° C.

6- Parafina, 2 canvis de 1 h a 58 C.
7- Realitzacié dels blocs.

A Thora de fer la inclusié en parafina s'ha de tenir en conte que per la
preservaci6 dels teixits i dels antigens no s'ha d'exedir de 58% C. Sha utilitzat
parafina plastificada pF 56-58° C Panreac o bé medi d'invivicié de teixits pF 52¢ C
DDM, Medim-Plast 52" (taula III).

A partir dels blocs obtinguts es realitzen talls de 7-8 pm de gruix, es deixen
en un bany a 35° C, es recullen en portes gelatinats i es deixen assecar uns 20 min.
a352C.

Abans de la deteccié immunohistologica es procedeix a la desparaﬁnacié i
rehidratacié dels talls:

Procediment:

1- Submergir els portaobjectes en xilol de 2 a 3'
2- Realitzar 2 canvis de xilol fresc

3- Realitzar 2 canvis AA

4- Realitzar 1 canvi A 96%

5- Realitzar 1 canvi A 70%

6- Realitzar 3 canvis de PBS
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Mostres processades per criotomia

Es cogelen les mostres pel métode el nitrogen liquit i es tallen en el cridtom.

Els talls es fixen per immersi6 en acetona absoluta durant 20 min. i en
alcohol acid (pag. 278) durant 30 min.

Un cop fixats els talls es poden guardar per sota de 20° C o bé utilitzar
directament.

Incubacid

Seguidament es porcedeix a la deteccié immunohistologica. El protocol seguit per
al kit de la casa Amersham és el segiient:

1- Eixugar el PBS del voltant de l'especimen

2- Afegir suficient AC anti BrdU per cobrir 'especimen.

3- Incubar a temperatura ambient en cambra humida i a les fosques.

4 Rentar amb 3 canvis de PBS de 3' min. cada un

5- Eixugar al voltant de l'especimen,

6- Afegir suficient AC anti Ig marcat amb peroxidasa per cobrir l'especimen.

7- Incubar a temperatura ambient en cambra humida.

8- Preparar 1 ml de DAB en 50 ml de tampé fosfat pH 7,4 0,05 M (pag.) per
cada 10 portaobjectes.

9- Rentar amb 3 canvis de PBS de 3' min. cada un.

10- Afegir substrat/intensificador al DAB diluit fent servir 5 gotes per cada 50
ml i agitar durant l'adicié. '

11- Sumergir els porteobjectes en la solucié colorant 5-10',

12- Rentar amb tres canvis d'aigua destil.lada.

13- Contrastar amb eosina alcohdlica.

14- Deshidratar, aclarar i muntar amb Entellan.

Els temps d'incubacié dels anticossos primari i secundari recomenats en el
protocol Amersham s6n de 1 hora i 30 minuts respectivament. En les diferents
proves, l'anticos primari s'ha incubat durant periodes d'entre 1h 30' a 21 h i
l'anticos secundari de 30 min. a 1h (taula III).

El protocol seguit per al kit de la casa Boheringer és el segiient:

1- Eixugar el PBS del voltant de I'especimen

2- Afegir suficient AC anti BrdU per cobrir 1'especimen.

3- Incubar a temperatura ambient en cambra humida i a les fosques.
4- Rentar amb 3 canvis de PBS de 3 min. cada un

5- Eixugar al voltant de 1'especimen.

6- Afegir suficient AC anti Ig fluoresceinat per cobrir 1'especimen.

7- Incubar a temperatura ambient en cambra humida.

8- Rentar amb 3 canvis de PBS de 3 min. cada un.

9- Muntar amb medi hidrofil per fluorescéncia (Fluoroprep, BioMerieux).
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Per a l'observacié s'ha utilitzat un microscopi Olimpus Vanox equipat amb
epifluorescéncia. S'ha utilitzat la mateixa convinacié de filtres que en les proves
amb lectines.

El temps d'incubacié dels anticossos primari i secundari recomenat en el
protocol de la casa Boheringer és de 30 minuts per a tots dos. En les diferents
proves, 'anticds primari s'ha incubat durant 20 h i l'anticos secundari 1h (taula
III).

Controls

Per cada interval de ferides es fan controls sense anticos primari, sense anticos
secundari i sense cap dels dos.

Modificacions del protocol

Per reduir l'activitat peroxidasa endogena es pot fer, previ a la deteccié
immunohistologica, un tractament amb peroxid d’hidrogen al 2 % en metanol
durant 30 min - 1 h rentant posteriorment amb PBS (taula III).

Una abséncia de marcatge de nuclis pot vindre donada per dos motius, que
es poden intentar sol.lucionar de diferents maneres:

a) no incorporacié de BrdU
- augmentar la concentraci6
- augmentar el temps d'incubacié

b) no lligament amb I'AC anti BrdU/ insuficient digestié del DNA
- augmentar el temps d'incubacié
- fer una desparafinaci6é més acurada
- fer una desnaturalitzacié complementaria del DNA amb un agent
quimic.

Per intentar solventar una posible insuficient digestié del DNA es pot fer un
tractament amb ClH, just abans de la incubacié amb l'anticos primari (Del Rio 1
Soriano, 1989).

Es submergeixen els portes en CIH 2 N durant 30 minuts a temperatura
ambient. Per neutralitzar el CIH es renten acuradament per immersi6 en tamp6é
borat 0,13 M, pH 8,5 i seguidament amb PBS (taula III).
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HISTOLOGIA NORMAL

Aquest capitol aporta un estudi de la histologia normal de la paret del cos i del
teixit connectiu d'Hirudo medicinalis. Dels diferents components del teixit
connectiu s'han estudiat amb especial émfasi tots aquells que sén afectats en la
realitzacié de la ferida, com la matriu extracel.lular, cromatofors, ceél.lules
vasofibroses i fibrocits, o els que poden estar relacionats en el procés de
regeneraci6, com les cel.lules vasocentrals i els amebocits. L'estudi de la histologia
normal és un pas previ necessari per interpretar correctament el procés de
regeneracié. Les observacions van seguides, en cada un dels apartats, d'una breu
discussié, en la qual es destaquen les aportacions originals i es caracteritza el
nostre model en relacié6 amb altres espécies amb les que es compararan els
processos de regeneracié.

INTRODUCCIO

La paret del cos dels anel.lids esta formada pel tegument, les capes musculars i el
parenquima perivisceral, el qual esta constituit pel teixit connectiu que envolta el
celoma (Meglitsch, 1978). Als poliquets i oligoquets el celoma és espaiés i esta
dividit en compartiments pels septes intersegmentals. En canvi, als hirudinis, amb
l'excepcié d'Acanthobdella, el celoma queda reduit a una complicada xarxa de
canals. La reduccié6 del celoma, amb la conseqiient proliferacié de teixit connectiu
que forma part de la paret corporal, és un fet manifest a Hirudo medicinalis.

Tegument

El tegument dels anél.lids esta constituit per la cuticula, l'epidermis i la dermis
(Meglitsch, 1978).

La cuticula és el revestiment del tegument dels anellids. Es distingeixen
dues zones principals: la cuticula propiament dita, formada per material fibrés
tipus col.lagen i matriu amorfa mucopolisacarida, i l'epicuticula, constituida per
unes estructures anomenades projeccions epicuticulars (Spearman, 1973;
Berchtold et al., 1985).

L'epidermis esta formada per una sola capa de cel.lules epitelials,
generalment columnars, entre les quals shi troben glandules unicel.lulars
diseminades. Als hirudinis, a diferéncia d'altres anel.lids, no s'observen cel.lules
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basals (Meglitsch, 1978). Es caracteristic dels aneéllids la escassesa de figures
mitotiques (Meglitsch, 1978).

La dermis dels aneél.lids és més delicada en les espécies petites, i en
poliquets i oligoquets més que a hirudinis (Meglitsch, 1978). A oligoquets hi han
relativament poques cél.lules a la dermis (Spearman, 1973) i esta practicament
ocupada per un plexe nerviés (Edwards i Lofty, 1977). A hirudinis conté una
notable xarxa de capil.lars (Spearman, 1973).

'El tegument dels hirudinis ha estat descrit de forma general per diversos
autors (vegeu-ne la revisi6é de Sawyer, 1986). Berchtold et al. (1985), en l'estudi de
la muda cuticular d'Hirudo medicinalis, fan una breu decripcié del tegument.
Malecha (1979) ha descrit el tegument de 1'area copuladora de Piscicola geometra i
‘Cornec (1984) ha descrit la paret corporal a nivell de la ventosa posterior
d'Helobdella stagnalis. La ultraestructura del tegument de Dina lineata, una
sangonera del mateix ordre que Hirudo medicinalis, ha estat l'objecte de la tesina
previa a aquest treball (Huguet, 1985).

Musculatura

La musculatura de la paret corporal dels anel.lids, com a la majoria d'animals de
cos tou, es disposa en dues capes d'orientaci6é paral.lela: la musculatura circular i
la musculatura longitudinal. Aquests musculs s6n antagonistes i serveixen per
aplicar pressions a l'esquelet hidrostatic. Els anel.lids clitel.lats, a més, tenen un
altre tipus de musculatura de la paret corporal, els musculs dorsoventrals, els
quals tenen la funcié d'aplatar el cos (Sawyer, 1986).

Els hirudinis es diferencien de la resta d'aneél.lids per tenir una tercera capa
muscular, la musculatura diagonal, que se situa entre la musculatura circular i la
musculatura longitudinal. El paper de la musculatura diagonal no esta del tot
clar, perd sembla estar relacionat amb el modus de locomocié per ventoses i la
disminucié del celoma, ambdos caracteristics dels hirudinis (Sawyer, 1986).

A més de la musculatura de la paret del cos, hi han altres musculs
especialitzats. Els anuls de la sangonera sén capacos d'estar erectes mitjancant
uns petits musculs paral.lels a la superficie (Sawyer, 1986). També es troba
musculatura al voltant d'algunes visceres, com el tub digestiu i 'epididim (Garcia-
Mis, 1981 1 Bonet i Molinas, 1985).

Les fibres musculars dels anel.lids sén mononucleades i d'estriacié obliqua,
la qual cosa els hi permet una contracci6 més intensa que en els musculs
d'estriaci6 transversal (Paniagua i Nistral, 1983). Es caracteristica dels hirudinis la
disposici6 dels miofilaments en la periféria cel.lular de les fibres musculars
(Sawyer, 1986).

Rowlerson i Blackshaw (1991) han realitzat un estudi de les fibres
musculars de la paret corporal d'Hirudo medicinalis, Garcia-Mas (1981) ha
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estudiat la musculatura associada al tub digestiu a Dina lineata i Bonet i Molinas
(1985) han estudiat la musculatura associada a l'epididim de la mateixa espeécie.

Parenquima perivisceral

En el teixit connectiu dels aneél.lids s'hi troben diferents tipus cel.lulars. D'una
banda els elements retroperitoneals, que es troben fora del celoma, i d'altre banda
els elements peritoneals, formats per 1'endoteli del celoma o per especialitzacions
d'aquest endoteli.

En els hirudinis, amb la reduccié del celoma hi ha una gran proliferacié
d'elements connectius retroperitoneals que constitueixen el parenquima
perivisceral.

Els elements retroperitoneals d'Hirudo medicinalis sén: fibrocit, cél.lula
pigmentaria, ceél.lula vasofibrosa i cel.lula vasocentral, aquests dos ultims
associats en l'anomenat teixit vasofibrés. Els components peritoneals sén:
endoteli, cel.lula botridial 1 amebocit.

El teixit connectiu dels hirudinis ha estat estudiat per Bradbury (1956, 1957
a, 1957 b, 1958 a1 1959) i Bradbury i Meek (1958a, 1958b) a Hirudo medicinalisi a
Glossiphonia complanata. Coggeshall 1 Yaksta-Sauerland (1974) han estudiat el
teixit vasofibrés d'Hirudo medicinalis 1 Fischer et al (1976) el d Haemopis
sanguisuga. Sawyer i Fitgerald (1981) han estudiat les cel.lules hemocelémiques
en els hirudinis en general.
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RESULTATS I DISCUSSIONS

EPIDERMIS

L'epidermis esta formada per una capa monostratificada de cél.lules columnars
revestides de cuticula entre les quals es troben els conductes secretors de
nombroses cél.lules glandulars mucoses. No s'observen cél.lules basals.

Cuticula

L'observacié dels exemplars d'Hirudo medicinalis en MES mostra una superficie
avellutada, formada per una capa compacte amb petites protuberancies
arrodonides d'uns 60-100 pm diametre (fig. 11). La cuticula s'interrompeix
puntualment a nivell de les papil.les sensitives i orificis glandulars (fig. 11).

En MO, la cuticula s'observa clarament diferenciada 1 es tenyeix amb
colorants acidodfils com el blau de toluidina, 1'hematoxilina i la fuxina basica. Es
fortament PA-S positiva i en el seu limit exterior presenta una banda estreta que
es tenyeix amb els reactius per mucopolisacarids acids, com el blau d'Alcia pH 2,5
(fig. 12). Les reaccions per proteines (coloracié amb blau de Coomasie G) i fibres
connectives (impregnaci6 argentica) donen resultats positius .

La MET permet constatar la complexitat estructural de la cuticula i els
lligams que manté amb les cel.lules de l'epidermis.

En l'epidermis de la paret corporal, la cuticula mesura entre 850 i 1800 nm
de gruix i s'hi distingeixen tres estrats, que de dintre a fora sén: fibrés, amorf i
epicuticular (fig 13).

Estrat fibros

L'estrat fibrds, situat en una posicié basal, té un gruix mig de 900 nm (600-1250
nm). Esta format per una matriu clara i homogeénia en la qual queden immerses
fibres electrodenses. Les fibres es disposen parallelament a la superficie
epitelial, formant unes 10-16 capes obliqiies entre si, fet que s'aprecia en els talls
esviaxats (fig. 14). El gruix de les fibres oscil.la entre 201 100 nm 1 es pot observar
que estan formades per fibril.les. En microscopia optica no s'observa estriacié de
les fibres.

Ocasionalment, en talls transversals de la cuticula 1 immerses en l'estrat
fibrés, s'observen estructures de seccié circular d'uns 240 a 550 nm de diametre.
Sén portadores de doble membrana i el seu interior és heterogeni, amb material
filament6s a la part central i estructures de secci6 arrodonida d'uns 8 nm de
diametre a la part periferica (figs. 131 15).
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Fig. 11, Vista del tegument dorsal. Es pot observar una papil.la sensitiva (fletxa) i els
porus glandulars (punta de fletxa). Tota la superficie estd recoberta de petites
protuberancies. Barra: 10 ’,\m

Fig. 12, Coloracié PA-S - blau d'Alcia. La cuticula és fortament PA-S positiva (rosa) i en el
seu fmit superior presenta una banda estreta que es tenyeix amb el blau d'Alcia (fletxa).
Barra: 10 .

Fig. 13. Seccio transversal en la qual es pot veure la cuticula amb els diferents estrats:
fibrés, amorf i epicuticular. A l'estrat fibrés es pot veure un cos estrany amb doble
membrana i material filamentds 1 estructures de seccié arrodonida a l'interior (punta de
fletxa). A l'estrat amorf es distingeix la zona basal electrolicida i la zona apical elctrodensa.
A la zona apical es veuen dues bandes electrodenses separades per una banda estreta més
clara (fletxa). A: estrat amorf. AA: zona apical de l'estrat amorf. BA: zona basal de 1'estrat
amorf. E: epicuticula. F: estrat fibrés. Barra: 1 .

Fig. 14. Seccié lleugerament esbiaxada en la qual es pot apreciar la disposicié en capes
obliqiies de les fibres de l'estrat fibrés. Barra: 1 jm.

Fig. 15, Seccié transversal de la cuticula en la qual es poden distingir els diferents estrats,
aix{ com les zones basal i apical de l'estrat amorf, aquesta dltima partida per una banda
estreta més clara (fletxa). A l'estrat fibrés es pot veure un cos estrany amb estructures de
seccié arrodonida a la periféria i material filamentds al centre (punta de fletxa). A: estrat
amorf. E: epicuticula, F: estrat fibrés. Barra: 1 J\,m.
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Estrat amorf
L'estrat amorf segueix a l'estrat fibrés sense solucié de continuitat. Consisteix en

una capa d'uns 100-150 nm formada pel mateix material que envolta les fibres de
l'estrat fibrds. Presenta una zona basal, d'uns 15 a 40 nm, 1 una zona apical en la
qual es distingeixen dues bandes electrodenses separades per una banda estreta
d'aspecte semblant a la zona basal (figs. 13 1 15). La banda densa inferior mesura
de 25 a 35 nm, la banda intermitja mesura de 12 a 13 nm i la banda densa superior,
que és més electrodensa que la inferior, mesura de 55 a 65 nm.

Epicuticula
L'epicuticula esta formada per les projeccions epicuticulars, implantades sobre
l'estrat amorf. Les projeccions tenen una distribucié uniforme d'uns 160 per pm?2,
aproximadament fan uns 275 nm d'al¢aria i s6n lleugerament coniques a la part
inferior , amb uns 65 nm de diametre a la base, una tija d'uns 33 nm de gruix i un
cap a la punta d'uns 40 nm de diametre (fig. 15). Recobrint les projeccions
epicuticulars es pot veure un revestiment filamentés amb aparenca de glicocalix.

Discussio

Les observacions coincideixen amb les dades aportades per Berchtold et al. (1985).
La presencia dels tres estrats és també comuna a oligoquets, perd a poliquets les
projeccions epicuticulars o bé falten, o bé es troben molt disperses (Richards,
1984).

Fig. 16. Esquema de la cuticula en una seccié transversal de 1'animal. CF: fibres
col.lagenes. a: zona apical de l'estrat amorf. b: zona basal de l'estrat amorf. A:
estrat amorf. E: epicuticula. EP: projeccié epicuticular. F: estrat fibrés. HD:
hemidesmosoma. M: microvellositat epitelial.
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Les petites protuberancies de 60-100 ym de diametre observades en MES,
probablement corresponen a les projeccions epicuticulars, que tenen uns 40-65
po de diametre, juntament amb el seu revestiment filamentés.

La preséncia de mucopolisacarids acids i neutres a la cuticula és comuna a
la major part d'anél.lids (Richards, 1984). La naturalesa col.lagena de les fibres
cuticulars a Hirudo medicinalis esta corroborada pels resultats positius en les
reaccions per proteines i per coloracions especifiques per fibres connectives, i pel
fet que en cucs de terra i poliquets ha estat determinada la preséncia de col.lagen
cuticular per difraccié de raig X (Richards, 1984).

Es dificil determinar la naturalesa de les estructures de seccié circular que
s'observen a l'estrat fibrés de la cuticula. No sembla tractar-se de microvellositats
de les cel.lules epitelials, ja que aquestes solen tenir un diametre més petit, i
contingut menys heterogeni. Es possible que corresponguin a bacteris cuticulars,
els quals ja han estat descrits a alguns poliquets i equinoderms com a cossos PA-S
positius limitats per membrana amb granuls a l'interior i que es localitzen a
l'estrat basal de la cuticula (Richards, 1984).

Cel.lules epitelials columnars

Les cel.lules columnars sén cilindriques, duns 4,5-7 pm de diametre per 20 de
llarg. Estan fortament unides entre si per les seves porcions apicals, formant una
banda apical d'uns 3 o de profunditat, mentre que les porcions basals, limitades
per una conspicua membrana basal, estan immerses en la dermis (figs. 17 i 18).
Les porcions basals, que ocupen unes 9/10 parts de la llargaria de la cel.lula,
resten separades i no presenten cap tipus d'unié.

La membrana basal, que és mes conspicua en la part que limita amb la
banda apical, queda fortament impregnada amb els métodes argéntics (fig. 19).
Esta formada per una lamina basal d'uns 20 a 100 nm de gruix on s'hi distingeixen
una lamina rara electrolicida i una lamina densa amorfa, i una lamina reticularis
poc estructurada de gruix variable (fig. 20).

Caracteristiques del nucli i del citoplasma

El nucli esta situat en la porcié basal, és oval i medeix uns 8,5 X 3 Vm S'hi pot
veure un nucleol d'uns 0,7 k\m de diametre.
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Fig. 17. Ceél.lules epitel.lials del tegument de la sangonera. Entre les cél.lules
epitel lials penetren les projeccions citoplasmatiques dels cromatofors. En la part
apical de l'epiteli s'aprecien les dilatacions de l'espai intercel.lular de les unions
(fletxa). Coloracié hematoxilina/eosina. AB: banda apical. C: cuticula. CP:
projeccions citoplasmatiques dels cromatofors. D: teixit connectiu dérmic. E:
cél.lules epitel.lials columnars. N: nucli. Barra: 10 um.

El citoplasma presenta una distribucié zonal, amb vesicules de secreci6
d'uns 150 nm de diametre i algun mitocondri en la porcié apical i l'aparell de Golgi
i la majoria dels mitocondris situats perinuclearment. Hi ha abundancia de reticle
endoplasmatic rugés, ribosomes lliures i granuls de glicogen. Els mitocondris
tenen crestes esparces perd ben desenvolupades (fig. 22). Els dictiosomes sén molt
conspicus, mesurant uns 2 X 0,5 um, i tenen de 4-7 saculs (figs. 21 i 22). Es pot
observar clarament l'associacié del reticle endoplasmatic a la cara cis de l'aparell
de Golgi. S'observen vesicules que se separen del reticle endoplasmatic rugés,
perden els ribosomes i s'aplanen, formant saculs de contingut electroltcid (fig. 23).
Els saculs dels dictiosomes, a mesura que s'acosten a la cara trans, es tornen més
electrodensos, especialment en els extrems, on s'hi observen vesicules golgianes
de contingut també electrodens.

Mitjancant el marcatge amb fal.loidina, s'observa la preséncia d'actina en
les cel.lules epitelials, encara que aquestes ceél.lules queden molt débilment
tenyides en comparacié amb d'altres més riques amb actina, com les fibres
musculars o les cel.lules vasocentrals del teixit connectiu (fig. 59).
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Unions cel.lulars i citosquelet

La banda apical presenta un caracteristic complexe d'unié, abundants
hemidesmosomes i un citoesquelet ben desenvolupat.

a) Unions laterals: complexe d'unié

El complexe d'unié, responsable de la forta cohesié lateral de les cel.lules
epitelials, estd format per una zonula adherens seguida d'una uni6 septada i de
interdigitacions (figs. 20 1 24).

La zonula adherens té una longitud de 80 a 100 nm i I'espai intercel.lular al
seu nivell és de 30 a 45 nm (figs. 241 25).

Per sota s'hi troba la uni6é septada, caracteritzada per la preséncia de
material dens en forma de septes d'uns 5 nm d'ample a l'espai intercel.lular (figs.
24 1 25). La longitud d'aquesta uni6 septada és de 1 a 3 pn. La peridiocitat dels
septes és de 1 per cada 17 nm i l'espai intercel.lular és de 16 a 20 nm. Sovint la
unié septada es veu interrompuda intermitentment per petites zones sense septes,
d'una longitud de 100 a 700 nm.

A continuacié de la unié septada les membranes de les ceél.lules veines
s'interdigiten profundament. L'espai intercel.lular a nivell de les interdigitacions
és de 16 a 25 nm (fig. 24).

Per sota de la zonula adherens s'observa sovint la preséncia de dilatacions
en forma de sacul de l'espai intercel.lular, el contingut dels quals es molt
electrolidcid i es veu buit en MO (fig. 17 i1 18). Les dilatacions poden ser tniques o
multiples. Segons els exemplars, les dilatacions s6n més o menys grosses (figs. 18 1
20). S'han observat dilatacions entre 0,3 i 2,5 (m de diametre. Les dilatacions
s'insereixen en el complex d'unié d'uns 300 a 800 nm per sota de la zonula
adherents i van seguides de la unié septada o de les interdigitacions.

b) Citoesquelet i unions apicals i basals: hemidesmosomes

En la superficie apical, nombrosos hemidesmosomes uneixen la cél.lula a
la cuticula, mentre nombrosos hemidesmosomes situats en les parets laterals,
per sota del complexe d'unié, la uneixen amb la lamina basal. Els
hemidesmosomes cuticulars i dérmics estan interconnectats per feixos de
tonofilaments formant un potent citoesquelet. Aquest citoesquelet ocupa la porcié
apical de les ceél.lules epitelials (figs. 18, 20 i 24).

Els hemidesmosomes cuticulars sén for¢a protuberants, tenen una alcaria
de 70 a 200 nm i un didmetre de 110 a 250 nm (figs. 20, 24 i 26). De la seva
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superficie exterior surten petites fibril.les dins 35-40 nm de llargaria que ancoren
les cel.lules a la cuticula.

Els hemidesmosomes dérmics s6n menys protuberants, amb només 20-80
nm d'al¢aria i un diametre de 120 a 300 nm. De la seva superficie externa també
surten petites fibril.les que penetren en la dermis, encara que no tan ben
definides com en els hemidesmosomes cuticulars (figs. 20 i 24).

Microvellositats

Les microvellositats, molt esparces, travessen la cuticula perpendicular o
obliquament i afloren a l'exterior entre les projeccions epicuticulars, amb un
aspecte semblant al d'aquestes, peré més curtes i gruixudes (fig. 27). Sén de forma
cOnica 1 longitud variable segons el seu recorregut més o menys inclinat, aflorant

Fig. 18. Les cél.lules epitel.lials columnars estan unides en la porcié apical, formant la
banda apical, mentre que les porcions basals queden separades 1 immerses en la dermis.
Es pot apreciar el citosquelet de tonofilaments en la part apical i la preséncia de dilatacions
de l'espai intercel.lular a nivell de les unions cel.lulars que es troben en la banda apical
(fletxa). AB: banda apical. C: cuticula. CP: projeccions citoplasmatiques dels cromotdfors. D:
dermis. E: céllules epitel.lials columnars. H: capil.lar hemocel.lomic. G: glandula mucosa.
N: nucli. T: tonofilaments, Barra: 10 um.

Fig. 19. La impregnacié argéntica permet observar la lamina basal (fletxa) de 1'epidermis.
E: epidermis. Barra: 50 pm.

Fig. 20. Part apical de l'epiteli. Es pot apreciar un complexe d'unié amb una petita
dilatacié de l'espai intercel.lular (fletxa). També es veuen els hemidesmosomes cuaticulars
(punta de fletxa) 1 els hemidesmosomes dérmics (punta de fletxa), connectats per feixos de
tonofilaments. La superficie basal que contacta amb el teixit connectiu dérmic es veu
revestida d'una membrana basal. BM: membrana basal. D: teixit connectiu dérmic. E:
cél.lula epitelial. T: feixos de tonofilaments. Barra: 1 um.

Fig. 21, Cltoplasma supranuclear d'una cél.lula epitelial columnar. Els mltocondns s6n
abundants i s'observen for¢a dictiosomes. D: dictiosoma. Barra: 1 pm

Fig. 22. Detall de la zona perinuclear amb dos dictiosomes. D: dictiosoma. ER: reticle
endoplasmatic. N: nucli. Barra: 1 um

Fig. 23. Detall d'un dictiosoma. Noti's la preséncia de vesicules intermediaries entre el
reticle endoplasmatic i el dictiosoma. D: dictiosoma. ER: reticle endoplasmatic. N: nueli.
Barra: 1 um

Fig. 24, Detall de la banda apical. Es pot observar un complexe d'unié en el qual s'hi
distingeix la zdnula adherens, la unié acceptada i les interdigitacions. També s'observen
hemidesmosomes cuticulars (fletxa) 1 hemidesmosomes dérmics (doble fletxa), connectats
per feixos de tonofilaments. BM: membrana basal. C: cuticula. I: interdigitacions. T:
tonofilaments. SJ: unidé acceptada. ZA: zonula adherens. Barra: 1 um.

Fig. 25. Detall d'un complexe d'unié. C: cuticula. SJ: unié septada. ZA: zonula ahderens.
Barra: 100 nm.

Fig. 26. Hemidesmosomes cuticulars. Observi's la preséncia de petites fibril.les (fletxa) que
penetren en la cuticula. HD: hemidesmosoma. Barra: 100 nm.

Fig. 27. Microvellositats epitelials (fletxa) internant-se en la cuticula i1 aflorant entre les
projeccions epicuticulars. C: cuticula. E: projeccions epicuticulars. Barra: 1 um.
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de 80 a 115 nm per sobre la cuticula. El didmetre a la base és de 100 a 170 nm, a
l'interior de la cuticula de 65 a 85 nm i a l'exterior de 65 a 75 nm.

La matriu té la mateixa densitat que el citosol i s'observen elements
fibrosos disposats al llarg de la microvellositat, internant-se uns 125 nm en el

citoplasma.

Discussio

L'epitell es caracteritza per una gran cohesié interna i per la importancia de les
unions amb la cuticula i la lamina basal.

La preséncia d'una zonula adherens en la part superior del complexe
d'unié, immediatament seguida per una unié septada, es comuna en els
invertebrats (Green, 1984). La zonula adherens forma una banda a tot el voltant
de l'extrem superior de les cél.lules epitelials amb funcié d'ancoratge. Les unions
septades també es troben en forma de banda. S6n unions oclusives
caracteristiques d'invertebrats per sota de tunicats. Les unions septades de tots els
teixits epidérmics estudiats en grups per sobre del nivell dels celenterats i per sota
dels equinoderms, s6n de forma replegada i pertanyen a un tipus caracteritzat per
septes d'uns 2 nm de gruix o a un altre tipus caracteritzat per septes duns 3-4 nm
(Green, 1984). Les unions septades observades a Hirudo medicinalis, amb septes
d'uns 5 nm, semblen correspondre al segén tipus.

Fig. 28. Esquema de l'epiteli columnar epidérmic. En la porcié apical s'observa un
potent citosquelet de tonofilaments, i en la porcié basal se situen el nuecli i 1a resta
d'organuls. A: porcié apical. B: porcié basal. C: cuticula. D: dermis. E: cél.lula
epitelial. H: capil.lar hemocelomic. P: projeccid citoplasmatica d'un cromatofor.
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Els hemidesmosomes apicals i basals es diferencien lleugerament per la
seva morfologia. Els petits filaments perpendiculars a la superficie dels
hemidesmosomes apicals no es distingeixen tan bé en els basals. Aquests
filaments han estat descrits amb el nom de filaments d'ancoratge en epitelis de
vertebrats, on semblen connectar 1'hemidesmosoma amb fibril.les col.lagenes de
la matriu (Kurpakus et al, 1990; Marinkovich et al, 1992).

L'epidermis ha de permetre l'extensibilitat i al mateix temps assegurar la
cohesi6 cel.lular. Les unions cel.lulars, les marcades interdigitacions i el potent
citosquelet possibiliten aquestes dues funcions (fig. esq). L'alt grau d'interdigitacié
entre les membranes de les cél.lules epitelials adjacents és un tret caracteristic de
les sangoneres (Welsch et al, 1984) i contribueix a ['acomodament a les alteracions
de les dimensions que sofreixen els animals durant la locomocié.

Fig. 29. Model segons el qual les dilatacions de 1'espai intercel.lular del complexe
d'unié contribuirien a esmorteir les tensions causades per l'estirament de I'animal.
(A) epiteli relaxat. (B) epiteli estirat. AH: hemidesmosoma apical, en contacte amb
la cuticula. BH: hemidesmosoma basal, en contacte amb la dermis. D: dilatacié de
I'espai intercel.lular. I. interdigitacions. T: tonofilaments. SJ: unié septada. ZA:
zonula adherens.

A Hirudo medicinalis les dilatacions dels espais intercel.lulars s6n molt
més conspicues i freqients que en altres hirudinis. Malecha (1979) observa, a
Piscicola geometra, petites dilatacions en el nivell de les unions septades, d'un
diametre d'uns 0,15 wm. El paper de les dilatacions no és conegut. El fet que siguin
buides i que no s'observin vesicules en el citoplasma adjacent, sembla excloure
una possible funcié d'excreci6. Les variacions en el diametre i en el nombre de
dilatacions podrien estar relacionades amb el grau d'extensié en que es trobaven
els animals. Les dilatacions podrien contribuir a esmorteir les tensions ocasionades
en un estat de gran extensié de 1'animal, que, d'aquesta manera, no han d'afectar
tan intensament els components del complexe d'unié.
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Les céllules columnars sén cél.lules amb activitat secretora, tal com es
desprén de l'observacié ultrastructural, especialment, per la preséncia de
vesicules secretores. Aquesta activitat es relaciona amb la sintesi dels components
cuticulars, tal com ja ha estat descrit en altres treballs (Burke, 1974 a, b i c,
Berchtold et al, 1985 i Welsch et al, 1984, Huguet i Molinas, 1986). Es creu que les
cel.lules columnars secreten dos tipus de col.lagen: un basalment cap a la lamina
basal i l'altre apicalment, cap a la cuticula (Welsch et al. 1984).

La preséncia de microvellositats de les ceél.lules epitelials que travessen la
cuticula i afloren entre les projeccions epicuticulars, ja ha estat descrita en altres
anel.lids, i sembla estar relacionada amb l'organitzacié de la disposici6é ortogonal
de les fibril.les de col.lagen i en la formacié de les projeccions epicuticulars
(Richards, 1984).
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GLANDULES MUCOSES DEL TEGUMENT

Al tegument s'hi troben nombroses glandules mucoses. Tenen el cos cel.lular
enfonsat a la dermis o entre les capes musculars, i els seus conductes s'obren a la
superficie entre les cel.lules epitelials columnars (fig. 30). Apart de les glandules
que es troben en zones espécifiques, com les salivals i les clitel.lars, es troben dos
tipus de glandules tegumentaries: les tubulars i les piriformes. Aguests dos tipus
glandulars s6n els encarregats de secretar el moc que recobreix 'animal.

El moc és PA-S positiu, déna resultats positius en les proves per a
mucopolisacarids carboxilats 1 sulfatats (blau d'Alcia pH 2,5 i pH 0,3
respectivament) i lleugerament positius en la prova del blau de Coomasie per a
proteines (taula IV).

Connexions de les cel.lules glandulars amb les cel.lules epitelials
columnars

Els porus de les glandules mucoses mesuren uns 0,7-0,8 um de diametre (fig. 30).
Les cel.lules epitelials columnars que envolten el porus tenen una regié apical

Fig. 30. Detall de la superficie del tegument on es poden distingir porus glandulars oberts
entre les cél.lules epitelials. Al voltant dels porus es veuen céllules epitelials
especialitzades (fletxa) que tenen una superficie apical molt més petita que la resta de les
cél.lules epitelials. E: cél.lules epitelials. P: porus. Barra: 10 um.

Fig. 31. Conducte d'una glandula tubular que s'obre a la superficie corporal entre les
cél.lules epitelials columnars. Es pot distingir, adjacent al conducte, una cél.lula epitelial
que presenta una superficie apical molt petita (fletxa) i que té el cos desplacat cap ensota
(*). C: cuticula. E: cél.lula epitelial. PG: conducte duna glandula piriforme. TG: conducte
d'una glandula tubular, Barra: 5 pm.

Fig, 32, Seccié del tegument on es veuen dos glandules piriformes, una de les quals mostra
la part apical del conducte secretor entre les cél.lules epitelials. E: epiteli columnar. PG:
glandula piriforme. Coloracié hematoxilina/eosina. Barra: 100 um.

Fig. 33. Seccié del tegument de Dina lineata. Es pot observar l'obertura del conducte d'una
glandula tubular i les unions d'aquest amb les cél.lules epitelials contigiies, les quals
presenten una superficie apical molt reduida (fletxes). S'observen hemidesmosomes
contactant la part apical del conducte amb la cuticula. C: cuticula. E: cél.lula epitelial
columnar. G: granul secretor. HD: hemidesmosomes cuticulars. I: interdigitacions. SJ: unié
septada. ZA: zonula adherens. Barra: 1 pum.

Fig. 34, Part apical del conducte secretor d'una glandula piriforme de Dina lineata, en la
qual es distingeixen el complexe d'unié amb les cél.lules epitelials i hemidesmosomes
cuticulars. C: cuticula. G: granul secretor. HD: hemidesmosoma. I: interdigitacions. SJ: unié
septada. ZA: zonula adherens. Barra: 1 pm.
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més estreta, duns 0,8-2 ym d'ampla, que les cél.lules epitelials normals (4,5-6

), i el cos cel.lular lleugerament desplacat cap ensota (figs. 30 i 31).
Collectivament aquestes cél.lules epitelials formen un anell al voltant del porus
glandular.

Les glandules mucoses es troben unides per la seva porcié apical a les
cel.lules epitelials contigiies (fig. 32). La uni6 es déna a nivell de la banda apical
de les céllules epitelials, al llarg d'uns 3 ym de profunditat, a partir dels quals el
conducte de la glandula resta separat de les cel.lules epitelials per internar-se en
la dermis. El complexe d'unié és idéntic al que uneix les cel.lules epitelials
columnars entre si. Consta de: zonula adherens, unié septada i interdigitacions
(figs. 31, 331 34). En la part apical del citoplasma que envolta el porus glandular
es troben alguns hemidesmosomes que contacten amb la cuticula. La part apical
del conducte només ha estat observada en ME a les glandules tubulars. En les
glandules piriformes, perd, ha estat observada a Dina lineata, una sangonera
pertanyent també a l'ordre Arhynchobdellida, en els curs del treball de tesina
"Estructura i ultraestructura del tegument de Dina lineata" (Huguet, 1985).

TAUILA IV .- Proves histoquimiques per a mucopolisacarids i proteines aplicades

1mocial landules mucos el men
Test histoquimic Gland. tubulars Gland. piriformes Moc
PA-S ++ - ++
PA-S/blau d'Alcia blaw/violeta - /
blau de toluidina metacromatic ortocromatic /
blau d'Alcia, pH 2.5 +++ + +-+
blau d'Alcia, pH 0.3 + - ++
blau de Coomassie - + +

+, lleugerament positiu; ++, positiu; +++, fortament positiu; +/-, débilment positiu; -
negatiu; /, no provat.

3

Glandules tubulars

Les glandules tubulars es caracteritzen per presentar un conducte secretor molt
llarg, de 80 a 240 0, d'un didmetre de 2 a 104\131, que s'enfonsa fins a les capes
musculars, i un cos en forma de cul de sac de 20 a 43%111 de diametre (fig. 35). El
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nucli es troba a la base de la cél.lula, junt amb la major part del citoplasma. Els
granuls secretors omplen el cos cel.lular i el conducte secretor.

Caracteristiques del nucli i del citoplasma

El nucli té forma més o menys oval 1 mesura uns 2,3 X 3,5-5,2 um. S'observen
alguns granuls d'heterocromatina (fig. 36) i el nucleol és visible.

El citoplasma és ric en reticle endoplasmatic rugés, les cisternes del qual
presenten un contingut lleugerament electrodens (fig. 37). Abunden els
mitocondris, de forma bacilar, amb la matriu electrodensa i les crestes ben
desenvolupades (fig. 37). Els dictiosomes no s'han pogut observar.

Al voltant de tot el conducte es manté una banda estreta de citoplasma
d'uns 50 a 200 nm que arriba fins al porus glandular, on es fa una mica més
gruixuda, d'uns 350 nm. S'hi troben ribosomes lliures, algun mitocondri i
microtibuls disposats a tot el voltant del conducte, entre el citoplasma periféric i
la llum, seguint la direcci6 d'aquest (figs. 381 39).

Fig. 85. Seccié del tegument amb la coloracié PA-S/blau d'Alcia’hematoxilina/eosina. Es
distingeixen les glandules tubulars, positives tant per la reaccié PA-S com per la coloracié
amb el blau d'Alcia. TG: glandula tubular. Barra: 100 pm.

Fig. 86. Part basal del cos cel.lular d'una glandula tubular. Es pot observar la preséncia de
granuls de secrecié en diferents estadis de condensacié. BM: membrana basal. G: granuls
de secrecié. N: nucli. Barra: 1 pm.

Fig. 87. Citoplasma basal del cos cel.lular d'una glandula tubular. ER: reticle
endoplasmatic. G: granul secretor. M: mitocondri. Barra: 1 pm.

Fig. 88. Seccions lleugerament obliqiies dels conductes secretors de dues glandules
tubulars. Es pot apreciar la preséncia de microtibuls disposats al voltant del conducte
(fletxes). En un dels dos conductes el contingut ha estat evacuat i resten les membranes
dels granuls secretors (punta de fletxa). Barra: 1 um.

Fig. 89. Seccié longitudinal d'un conducte d'una glandula tubular ple de granuls de secrecis.
En el mtoplasma periféric es poden distingir alguns mitocondris. La membrana basal
presenta evaginacions paral.leles a la superficie (punta de fletxa). G: granul de secrecié. M:
mitocondri. Barra: 1 pm.

Fig. 40. En aguesta impregnacid argéntica es pot apreciar la membrana basal (fletxa) de
les glandules tubulars i també la de les piriformes (doble fletxa). Barra: 100 um.

Fig. 41, Terminacié nerviosa associada a una glandula tubular. Observi's la preséncia de
mitocondris tant en la terminacié nerviosa, com en el citoplasma de la glandula tubular
proxim a la terminacié. G: granul de secrecié. M: mitocondri. NE: terminacié nerviosa.
Barra: 1 pm.

Fig. 42, Seccié transversal del conducte secretor d'una glandula tubular en contacte amb
una terminacié nerviosa. Observi's la preséncia de vesicules sinaptiques petites de
contingut electrolicid i vesicules sinaptiques una mica més grans de contingut més
electrodens. A: vesicules sinaptiques petites de contingut electrohicid. B: vesicules
sinaptiques una mica més grans de contingut més electrodens. NE: terminacié nerviosa.
Barra: 1 pm.
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En alguns punts de la membrana plasmatica s'observen evaginacions
paral.leles a la superficie cel.lular (fig. 39).

Es troben revestides d'una membrana basal for¢a conspicua, continua amb
la membrana basal de les cél.lules epitelials veines, que es posa de manifest amb
les técniques d'impregnacié argéntica (fig. 40). La lamina reticularis és poc
estructurada 1 de gruix variable. La lamina basal mesura de 40 a 60 nm a nivell
del conducte (figs. 381 39) i de 70 a 110 a nivell del cos cel.lular (fig. 36).

Granuls de secrecio

Els granuls de secreci6 s6n PA-S positius, es tenyeixen intensament en les
reaccions per mucopolisacarids acids (blau d'Alcia pH 2,5) i débilment en les de
mucopolisacarids acids sulfatats (blau d'Alcia pH 0,3) (fig. 35) (taula IV). Amb el '
blau de toluidina sén metacromatics. En les proves per la detecié de proteines
amb blau de Coomasie donen resultats negatius (taula IV),

Els granuls son vesicules voltades membrana amb un contingut finament
granular (fig. 36). En la part basal de la cel.lula sé6n més grossos (fins a 5 Vm) i
menys condensats (fig. 36), mentre que en el conducte aquests granuls estan
densament empaquetads, tenen el contingut més dens i s6n de diametre menor (de
la25b Ym) (fig. 39).

Inervacio

S'han observat terminacions nervioses a nivell del conducte glandular que
contenen nombroses vesicules sinaptiques i alguns mitocondris (fig. 41). Les
vesicules sinaptiques s6n de dos tipus: unes petites, de 30 a 50 nm de diametre, de
contingut electrolicid 1 unes altres més grans, de 90 a 120 nm de diametre, amb un
nuchi electrodens de 60 a 90 nm de diametre (figs. 411 42).

Es freqiient observar en el citoplasma glandular proxim a la zona sinaptica
la preséncia de mitocondris (fig. 41).

Glandules piriformes

Les glandules mucoses piriformes sén més abundants a la superficie dorsal del
tegument que a la ventral. Sén de forma globular o piriforme, mesurant entre 13
X 18 i 44 X 68 pm (figs. 43 1 44). Els cossos cel.lulars es troben enfonsats a
diferents nivells en la dermis i aboquen a la superficie per un conducte estret,
duna longitud de 25-150 . Els cossos cel.lulars situats a les capes més
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profundes sén generalment grans, mentre que els més superficials sén de
mesures variables.

Es poden veure glandules en diferents estadis de maduracié, en els quals el
cos cel.lular augmenta de volum per acumul de granuls de secrecié i es produeix
un enfonsament en la dermis. El citoplasma i el nucli en veuen progressivament
desplacats a una posicié més basal, fins que queden aplatats contra la membrana
plasmatica (figs. 43 i 44).

Caracteristiques del nucli i del citoplasma

El nucli es troba en la porcié basal, és ovalat en les glandules més joves, d'uns 10
X 5 um, i aplatat en les més madures, d'uns 13,5 X 3,5 pm (figs. 45 1 46). El nucleol
és visible 1 la cromatina granular.,

El citoplasma es troba confinat a la part basal de la ceél.lula per la
preséncia dels granuls de secrecié. Es molt ric en ribosomes, que sovint es veuen
en forma de polisomes, i reticle endoplasmatic rugéds (fig. 47). El contingut del
reticle és d'una densitat similar o lleugerament més clara a la del citosol i s'hi
poden observar nombroses vesicules dilatades (figs. 47 1 48). Els mitocondris i
l'aparell de Golgi es troben en posicié perinuclear. Els mitocondris sén de forma
bacilar, amb la matriu densa als electrons i les crestes ben desenvolupades. Els
dictiosomes no s6n molt conspicus, tenen un diametre de 1 a 1,3 um i els seus

Fig. 48. Seccié transversal de la paret corporal on s'aprecien glandules piriformes a
diferents nivells de profunditat. Coloracié hematoxilina/eosina. E: epiteli. M: fibra muscular.
N: nucli. PG: glandula piriforme. Barra: 50 um,

Fig. 44. Idem que l'anterior. Coloracié hematoxilina/eosina. E: epiteli. M: fibra muscular. N:
nuch. PG: glandula piriforme. Barra: 100 um.

Fig. 45. Citoplasma basal d'una glandula piriforme. BM: membrana basal. G: granul de
secrecié. N: nucli. Barra: 5 um.

Fig. 46, Citoplasma basal d'una glandula piriforme for¢ca madura, amb el nucli aplatat al
fons. N: nuchi. PG: glandula piriforme. Barra: 1 um.

Fig. 47. Citoplasma basal d'una glandula piriforme en el qual abunda el reticle
endoplasmatic rugés. Es pot distingir un granul de secrecié encara no condensat (*) 1 altres
ja condensats. ER: reticle endoplasmatic. G: granul de secrecié. 1 pm,

Fig. 48. Seccid transversal del cos cel.lular d'una glandula piriforme, proxima a la part
basal, en la qual es pot apreciar citoplasma amb abundant reticle endoplasmatic en la part
periférica i granuls en diferent grau de condensacié en la part central. G: granul de secrecid.
Barra: 1 pm.

Fig. 49. Citoplasma basal d'una glandula piriforme amb for¢a reticle endoplasmati rugés i
un dictiosoma. BM: membrana basal. ER: reticle endoplasmatic. D: dictiosoma. Barra: 1
um.

Fig. 50. Detall del citoplasma basal d'una glandula piriforme en el qual es distingeix un
dictiosoma. D: dictiosoma. ER: reticle endoplasmatic. Barra: 1 pm.
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saculs mostren dilatacions amb un contingut més o menys electrolicid (fig. 49 i
50). També es pot observar la preséncia d'alguns lisosomes.

A nivell del conducte secretor es pot observar un petit gruix de citoplasma
periferic de 70 a 250 nm, en el qual, al igual que en les glandules tubulars, s'hi
troben ribosomes lliures, algun mitocondri i abundants microtibuls (fig. 51).

La membrana plasmatica presenta nombroses evaginacions que
transcorren paraleles a la superficie cel.lular (figs. 52 i 53).

Les glandules piriformes també es troben revestides d'una membrana basal
conspicua, continua amb la de les cel.lules epitelials veines (fig. 40). La lamina
reticularis és poc estructurada i de gruix variable. La lamina basal és
lleugerament més gruixuda que la de les tubulars. Mesura de 50 a 80 nm a nivell
del conducte (figs. 511 53) i de 100 a 200 a nivell del cos cel.lular (fig. 49).

Granuls de secrecié

En el cos cel.lular i el conducte es poden veure nombrosos granuls de secrecié. Es

tenyeixen bé amb colorants basofils com l'eosina o el verd llum, i lleugerament

amb coloracions per mucoplisacarids acids (blau d'Alcia pH 2,5), pero sén PA-S
negatius, ortocromatics amb el blau de toluidina i donen resultats negatius en les
proves per a mucopolisacarids acids sulfatats (blau d'Alcia pH 0,3) (taula IV). En
les proves per la deteccié de proteines (blau de Coomasie) donen resultats
debilment positius (taula IV).

Els granuls sén vesicules d'un diametre de 1,3 a 2,5 ym que estan
envoltades de membrama (fig. 52), encara que és freqiient que aquesta es perdi en
el recorregut dels granuls pel conducte secretor, el qual fa que el contingut es
dispersi (fig. 53). A la part basal de la glandula es veuen granuls en diferents
estadis de condensacié (fig. 47) al costat de vesicules dilatades del reticle (fig. 48).
Una vegada condensats, aquests granuls no sén homogénis, sino que mostren una
matriu electrodensa amb preséncia de nombrosos noduls clars de 60 a 65 nm de
didmetre. Dintre de cada nodulacié s'observa un nucli o "core" central electrodens
d'uns 25 nm de diametre (fig. 54).

Inervacié

Es poden trobar terminacions nervioses a diferents punts de la glandula piriforme,
Principalment a nivell del conducte (figs. 51 i 53), perd tambe al cos cel.lular (fig.
54) \

Al igual que en les glandules tubulars, és fregiient observar en el

citoplasma glandular proper a la zona sinaptica la preséncia de mitocondris (figs.
53154).
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Fig. 51. Seccib transversal d'un conducte secretor d'una glandula piriforme en contacte amb
una terminacié nerviosa. Es pot apreciar la presencia de microtibuls en la periféria del
conducte, entre el citoplasma i la llum. MT: microtdbuls. NE: terminacié nerviosa. Barra: 1
pm.

Fig. 52. Seccié transversal d'una glandula piriforme. Es pot observar la preséncia de
granuls de secrecié voltats de membrana (fletxa). La membrana plasmatica presenta
evaginacions paral.leles a la superficie (doble fletxa). BM: membrana basal. G: granul de
secrecid. Barra: 1 pm.

Fig. 53. Seccié longitudinal del conducte secretor d'una glandula piriforme, amb una
terminacié nerviosa. Es veuen mitqcondris tant en la terminacié, com en el citoplasma
glandular proxim. Alguns granuls han perdut 1a membrana i el contingut s'ha dispersat (¥).
Es poden observar evaginacions de la membrana plasmatica paral.leles a la superficie
(fletxa). G: granul de secrecié. M: mitocondri. NE: terminaci6 nerviosa. Barra: 1 pm.

Fig. 54. Cos cel.lular d'una glandula piriforme en contacte amb una terminacié nerviosa.
Observi's que els granuls secretors no sén homogenis, sino que mostren uns noduls clars
amb un nucli central electrodens (fletxa). G: granul de secrecié. NE: terminacié nerviosa.
Barra: 1 um.
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La majoria de les unions sinaptiques estan formades per terminacions
nervioses iguals a les descrites en les glandules tubulars, les quals contenen
majoritariament vesicules del tipus petit amb algunes vesicules del tipus gran
(figs. 511 54). En ocasions, just al costat i fent contacte amb aquestes terminacions,
es poden observar terminacions nervioses amb només vesicules sinaptiques del
tipus gran (fig. 53).

$ 7/

Discussio

El moc que recobreix la sangonera presenta unes afinitats histoquimiques que
concorden amb una secrecié mixta de les glandules piriforms i les tubulars. Les
glandules piriformes, que s6n les més nombroses, estan relacionades amb una
secrecid lleugerament positiva per mucopolisacarids carboxilats i per proteines;
mentre que les glandules tubulars, presents en nombre menor perdo amb un
contingut més alt de mucopolisacarids, secreten mucopolisacarids carboxilats
juntament amb una fracci6 neutre i una sulfatada (taula IV). Els resultats
concorden amb els obtinguts a Dina lineata (Arhynchobdellida) (Molinas 1
Huguet, 1993) (taula V). Els estudis electroforétics del moc de Glossiphonia
complanata (Rahemtulla and Lovtrup, 1975) mostren la presencia de dos fraccions
de mucopolisacarids acids, una de les quals esta fortament sulfatada. A Helobdella
stagnalis, en canvi, les glandules tubulars han estat associades amb la secreci6 de
mucopolisacarids carboxilats i algunes gladules tubulars modificades, situades a la
sola adhesiva de la ventosa posterior, han estat associades amb la secreci6 d'una
fracci6 sulfatada (Cornec, 1990).

moc i a les glandules mucoses del tegument de Ding lineata

Test histoquimic Gland. tubulars Gland. piriformes Moc
PA-S ++ - ++
PA-S/blau d'Alcia blauw/violeta - /
blau de toluidina metacromatic ortocromatic /
blau d'Alcia, pH 2.5 +++ + ++
blau d'Alcia, pH 0.3 + - +
blau de Coomassie - + +

+, lleugerament positiu; ++, positiu; +++, fortament positiu; +/-, débilment positiu; -
negatiu; /, no provat.

?
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La preséncia d'un anell de microtibuls a la periféeria del conducte secretor
és comuna a les glandules cel.lulars dels invertebrats (Rieger et al, 1991;
McClintock Turbeville, 1991). En el grup del anel.lids ha estat observat en les
cél.lules mucoses d'alguns poliquets (Wesch et al, 1984), en les glandules tubulars
de sangoneres rincobdel.lides (Clark, 1965) i a les glandules tubulars 1 piriformes
de l'arincobdeél.lide Dina lineata (Molinas 1 Huguet, 1993). L'alliberament dels
granuls secretors per part de les glandules tubulars 1 piriformes esta
probablement associat amb la preséncia d'aquests microtubuls.

Es de destacar la preséncia d'un anell de cél.lules epitelials modificades que
envolta l'apex del conducte glandular. Aquestes cél.lules han estat ben
identificades en la periferia de les glandules tubulars i totes les dades indiquen
que també hi sén presents al voltant de les piriformes. Desconeixem la seva
possible implicacié com a mecanisme de tancament 1 obertura de la glandula.
S'han citat diferents exemples de cél.lules epidérmiques modificades al voltant
dels porus de les glandules mucoses a invertebrats, els quals poden actuar com a
mecanismes de control de l'extrusié del moc. En els turbelaris, els porus
glandulars estan voltats per un collar de cilis de cel.lules epitelials especialitzades
(Rieger et al, 1991). Altres especialitzacions de les cel.lules epitelials veines han
estat citades en els anel.lids oligoquets Lumbricillus mirabilis i L. rivalis en forma
de microfilaments disposats en un patré a modus d'esfinter a l'apex d'aquestes
cel.lules (Welsch et al, 1984).

Les glandules mucoses dels aneél.lids, en general, no tenen terminacions
nervioses associades, per la qual cosa la descarrega de moc es podria donar per
I'estimulacié de les cél.lules epidérmiques adjacents (Welch et al, 1984).

A Hirudo medicinalis és de remarcar l'existéncia de terminacions nervioses
directament a sobre la superficie de les cel.lules glandulars estudiades, donant
evidéncies morfologiques de que les glandules mucoses del tegument de les
sangoneres estan sota control neuronal. Aquesta hipotesi queda reforcada pel fet
que a Piscicola (Rhynchobdellida) també s'han observat terminacions en contacte
amb cel.lules glandulars (Welch et al, 1984). El coneixement del mecanisme pel
qual aquest control es produeix és incomplet. La preséncia de terminacions
nervioses associades 1 de cel.Jules epidérmiques modificades pot fer pensar en un
doble mecanisme de control de l'excresié del moc. S'ha vist que hi ha control
neuronal de la secrecié del moc per part de les neurones Retzius (Lent 1973) 1 a
les cel.lules glandulars salivals d'Haementeria ghilianii (Rhynchobdellida) s'ha

vist que l'estimulacié neuronal provoca potencials d'acci6 i secrecio (Werner et al,
1989).
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Sd: unié septada. ZA: zonula adherens.

inal. (B) conducte secretor, seccié transversal. (C) seccié

longitudinal de la porcié basal del cos cel.lular. C: cuticula. D: dictiosoma. HD:

Fig. 54. Esquema de diferents seccions duna glandula tubular. (A) conducte
hemidesmosoma. I. interdigitacions. ME: cél.lula epitelial modificada. MT:
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glandules mucoses del tegument

Les observacions indiquen, al menys, dos tipus de terminacions nervioses i
coincideixen amb els resultats obtinguts en un altre arincobdel.lide, Dina lineata
(Molinas i Huguet, 1993). D'una banda les terminacions amb predominancia de
vesicules clares, que es troben tant a glandules tubulars com a piriformes, les
quals podrien contenir acetilcolina per la seva similitud amb terminacions
colinérgiques conegudes (Sawyer, 1986). D'altre banda, la preséncia, al menys en
glandules piriformes, de terminacions amb vesicules electrodenses, les quals
coincideixen morfologicament amb d'altres descrites a sangoneres com a
serotonergiques (Sawyer, 1986). S'ha vist que el neurotransmisor implicat en la
resposta de les neurones Retxius és la serotonina i que aquestes neurones sén les
tniques serotonérgiques que envien processos a la periféria (Sawyer, 1986). Es de
destacar que aquest tipus de terminacié sempre s’ha observat, en el nostre model,
en contacte amb l'altre, fet que suggereix un mecanisme de control indirecte.

L'existéncia de dos tipus de glandules mucoses en el tegument presenta el
problema afegit de l'egpecificitat del control.
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MUSCULATURA

Musculatura de la paret corporal

En la paret corporal d'Hirudo medicinalis s'hi troben tres capes musculars, que de
interior a exterior sén: capa longitudinal, capa diagonal i capa circular (fig. 57). A
més, feixos musculars dorsoventrals travessen les capas musculars al llarg del cos
de l'animal (fig. 57). També, just per sota de l'epiteli, es poden veure les fibres
erectores dels anuls (fig. 58).

Fig. 57. Seccié transversal de la paret corporal d'Hirudo medicinalis. Es poden observar els
feixos de la musculatura circular, els diagonals i els longitudinals. També s'observen alguns
feixos dorsoventrals. En la part inferior es troba el teixit connectiu del parénguima
perivisceral (*), amb teixit botridial i algin vas del sistema hemocel.lomic. B: teixit
botridial. CM: musculatura circular. DM: musculatura diagonal. DV: feix de musculatura
dorsoventral. H: vas hemocel.lomic. LM: musculatura longitudinal. Barra: 100 um.

Fig. 58. Seccié longitudinal de la paret corporal. Es pot veure com petites fibres musculars
atravessen l'anul, sén les responsables de la seva ereccié. A: fibres musculars dels anuls.
CM: musculatura circular. DM: musculatura diagonal. LM: musculatura longitudinal.
Barra: 100 ym.-
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Capes musculars

Musculatura circular

La musculatura circular esta formada per dos estrats principals separats per teixit
connectiu, en el qual abunden glandules mucoses del tegument, capil.lars
subepidérmics i cél.lules pigmentaries (fig. 57). Entre aquests dos estrats
principals s’hi troben alguns feixos aillats de musculatura circular.

Musculatura diagonal

La musculatura diagonal es disposa en dos estrats formats per feixos discrets, els
quals transcorren en direccions creuades entre si i helicoidals respecte l'eix
longitudinal de I'animal (fig. 57).

Musculatura longitudinal

La musculatura longitudinal estad formada per nombrosos feixos compactes, els
quals s'agrupen de forma irregular en feixos més grossos (fig 57). Aquests feixos
recorren tota la llargaria del cos.

Musculatura dorsoventral

La musculatura dorsoventral és segmentaria. Esta formada per 4 feixos principals,
dos paramedials i dos intermedials, que travessen el cos dorsoventralment
insertant-se entre les cel.lules epitelials (figs. 57 i 59). La musculatura
dorsoventral divideix la cavitat del cos en tres cambres: entre els dos feixos
paramedials resten el tub digestiu i els vasos hemocelomics dorsal i ventral i a
cada costat del cos, entre els feixos intermedial i paramedial, s'hi troben els vasos
hemocelomics laterals, els cecs del tub digestiu, el sistema nefridial i el sistema
reproductor.

A més d'aquests 4 feixos principals, n'hi han d'altres menys conspicus
situats lateralment, en una posici6 externa respecte els feixos intermedials.
També es troben feixos d'orientacié dorsoventral entre els feixos de la
musculatura longitudinal en la part dorsal de l'animal, els quals no arriben a
atravessar la totalitat de la paret corporal (fig. 57).

Miisculs erectors dels anuls

Els musculs erectors dels anuls consisteixen en petites fibres que s'extenen
anteroposteriorment al llarg de l'anul. Aquestes fibres tenen un diametre d'uns
7,5 X 3-4 um 1 una llargaria que avarca tot 1'anul. Es troben situades a la dermis,
Just per sota de l'epiteli, i en els seus extrems s'inserten entre les cél.lules
epitelials (fig. 58 1 60).
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Fig. 59. Marcatge amb fal.loidina. Seccié transversal de la paret corporal on es
poden veure les fibres musculars, amb ['actina intensament marcada per la
fal.loidina. Es veuen petites fibres de disposicié dorsoventral que s'inserten entre
les cél.lules epitelials (fletxes). CM: musculatura circular. E: epiteli. Barra: 100
pwm,

Fibres musculars de la paret del cos

La fibra muscular és afusada, de varis milimetres de longitud, i de seccié irregular.
Les fibres es troben compactades a dintre del feix de forma que el seu contorn
encaixa amb el de les fibres veines. El diametre oscil.la, en la part mitja del cos
cel.lular, entre formes arrodonides d'uns 21 X 21 um de diametre a formes
aplatades o irregulars d'uns 10 X 28 um de diametre. No s'han pogut detectar
diferéncies morfologiques remarcables entre les quatre musculatures diferents de
la paret corporal. ' v

Sé6n fibres d'estriacié obliqua. Es caracteristica la disposicié dels elements
contractils en la part periferica del citoplasma, mentre que el nucli i els organuls
se situen en la porcié central. La zona cortical contractil és eosinofila i el
sarcoplasma central és PA-S positiu.
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Caracteristiques del nucli i del citoplasma

El nucli és ovalat, ocupa una posicié central axial, mesurant 2-4 X 4-5 pm
de diametre i 9-10 um de longitud. La cromatina és homogénia i sovint es veu un
nucleol de 0,5-1,5 pm de diametre (fig. 60).

El sarcoplasma central és ric en mitocondris. Aquests, es caracteritzen per
tenir les crestes ben desenvolupades i poden arribar a mesurar 1 X 3 pum, siguent
visibles inclus en MO (figs. 61 1 62). També s'hi troben nombrosos ribosomes
lliures 1 granuls de glicogen. El reticle endoplasmatic rugés és més aviat escas. En
la zona perinuclear es poden observar alguns lisosomes. Ocasionalment shan
observat vesicules golgianes perinuclears (fig. 60). En l'espai periféric entre el
coértex contractil 1 el sarcolemma també s'hi poden observar alguns mitocondris.

El sarcolemma presenta nombroses petites evaginacions en forma laminar
que transcorren paralel.les a la superficie (fig. 63).

La zona cortical contractil té un gruix de 1,5 a 5 pm. En secciéns
transversals de les fibres musculars es pot veure com les barres Z, de forma
tubular, i els tibuls T, es disposen formant radis al voltant del cértex cel.lular,
perpendicularment a la membrana plasmatica (figs. 60 i 63). Entre mig d'aquests
elements radials es veuen miofilaments fins i gruixuts tallats transversalment. Els
elements radials mostren una separacié de 400 a 600 um.

Els miofilaments no estan disposats longitudinalment al llarg de la fibra
muscular, sino de forma lleugerament obliqua. Els sarcomeres no queden
disposats en registre, formant les bandes transversals que caracteritzen les fibres
esquelétiques dels vertebrats, sino que queden desplagats uns respecte els altres
(fig. 64 1 esquema adjunt).

Esquema de la disposicié dels miofilaments gruixuts. A) fibra muscular

esquelética de vertebrat. B) fibra muscular d'Hirudo medicinalis.
En seccié longitudinal es pot veure que les barres Z 1 els tabuls T s'alinien,

alternant-se les unes amb els altres, amb una disposicié helicoidal al llarg de la
fibra (fig. 64).
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Fig. 60. Fibra muscular erectora dels anuls. Es pot apreciar la dispocicié de les barres Z i
els tubuls T formant radis al voltant del cértex cel.lular, entre els quals es veuen els
miofilaments prims i els gruixuts. AF: miofilaments prims. MF: miofilaments gruixuts. N:
nucli. T: tibul T. Z: barra Z. Barra: 1 um.

Fig. 61. Fibres de la musculatura circular, en les que s'aprecia un citoplasma central, en el
qual es distingeixen els mitocondris, i un citoplasma contractil periferic, en el qual es veu
una estriacié longitudinal (fletxes). E: cel.lula epitelial. M: mitocondris. PG: glandula
piriforme. Barra: 100 pm.

Fig. 62. Seccié transversal d'una fibra muscular. CC: cértex contractil. M: mitocondri. N:
nucli. Barra: 10 um,

Fig. 63. Seccié transversal d'una fibra muscular on s'aprecia la disposicié de les miofibril.les
i les barres Z. La membrana plasmatica presenta evaginacions paral.leles a la superficie
{punta de fletxa). AF: miofilaments prims. MF: miofilaments gruixuts. Z: barra Z. Barra: 1
pm, ‘

Fig. 64. Detall d'una seccié longitudinal d'una fibra muscular. Es poden veure els
miofilaments prims i gruixuts tallats de forma obliqua, i les barres Z i els tibuls T tallats
transversalment. Es pot apreciar com els miofilaments gruixuts queden desplagats uns
respecte els altres, donant lloc a V'estriacié longitudinal observada en MO, Observi's com les
barres Z i els tubuls T s'alinien alternant-se uns amb els altres. AF: miofilaments gruixuts.
CC: cértex contractil. MF: miofilaments prims. T: tibuls T. Z: barres Z. Barra: 1 pm.

Fig. 65. Secci6 transversal a nivell de la musculatura longitudinal on, amb el marcatge amb
la lectina PNA, es pot apreciar la membrana basal de les fibres musculars (fletxa). Barra:
100 pm.
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Els tabuls T sén lleugerament deprimits, mesurant uns 150 X 25 nm. A
I'extrem proper al sarcolemma es veuen formes vesiculars de 100 a 300 nm de
diametre (fig. 60).

Membrana basal i teixit connectiu perimuscular

Intimament associada al sarcolemma hi ha la membrana basal formada per
una lamina basal que mesura de 100 a 250 nm de gruix i una lamina reticularis
més conspicua que la de les ceél.lules epitelials, perd tampoc gaire estructurada
(fig. 63). Les técniques d'impregnaci6 argentica i de marcatge amb les lectines Con
A1 PNA permeten apreciar la preséncia d'aquesta membrana basal (figs. 65 i 66).

Els espais intersticials entre les fibres musculars es troben ocupats per un
teixit connectiu que no es diferéncia clarament de la resta del connectiu de la paret
del cos. Al voltant dels feixos musculars no s'observa un vertader perimisi, pero si
una major proporcié de fibres al voltant dels feixos de la musculatura longitudinal
propera al parenquima perivisceral. El teixit connectiu de la paret del cos és molt
ric en elements fibril.lars, especialment a nivell de la dermis, perd a mesura que
s'acosta al parenquima perivisceral les fibres es fan menys abundants. Ks en
aquesta zona proxima al parenquima perivisceral, on, per la disminucié relativa de
les fibres al teixit connectiu contiguo, es fa palesa la preséncia de fibres envoltant
els feixos musculars, encara que sense formar una capa continua (fig. 66).

Es de remarcar que en els espais intersticials entre les fibres dels feixos no
s'observen capil.lars i que en el teixit connectiu que volta els feixos aquests
tampoc sén gaire abundants.

Inervacié

Les fibres musculars estan inervades per terminacions nervioses en les que
s'observen vesicules sinaptiques de dos tipus: unes petites, de 30 a 40 nm de
diametre, de contingut electroliicid i unes altres més grans, de 80 a 125 nm de
diametre, amb un nucli electrodens de 60 a 90 nm de diametre (fig. 67). Els
terminals nerviosos també contenen mitocondris amb nombroses crestes ben
desenvolupades.

La majoria de les unions neuromusculars estan formades per varies
terminacions nervioses intimament unides que contenen preferentment vesicules
del tipus petit de contingut electrolicid. Fent contacte amb aquestes, es poden

observar terminacions nervioses amb vesicules sinaptiques dels dos tipus descrits
(fig. 67).
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L'espai sinaptic, situat entre la membrana presinaptica i la postsinaptica, és
forca ample, de 60 a 100 nm, i conté material electrodens (fig. 67).

Fig. 66. Impregnacié argéntica d'una seccié transversal de la paret corporal.
S'aprecia la membrana basal de les fibres musculars i la preséncia de fibres
connectives a la matriu. En algun punt es pot apreciar la major abundancia de
fibres al voltant dels feixos musculars, sense que arribin a formar una capsula
fibrosa consistent (fletxa). BM: membrana basal. Barra: 100 um.

Fig. 67. Uni6 neuromuscular. Es pot apreciar la preséncia de vesicules sinaptiques
petites de contingut electrolicid i de vesicules sinaptiques una mica més grans de
contingut electrodens. Algunes de les terminaciéns contenen vesicules del tipus
petit (fletxa) mentre que altres en tenen del dos tipus (doble fletxa). A: vesicules
sinaptiques del tipus petit electrolicid. B: vesicules sinaptiques electrodenses.
Barra: 1 um.

Discussid

La musculatura de la paret corporal d' Hirudo medicinalis presenta les tres capes
musculars tipiques dels hirudinis -circular, diagonal i longitudinal- aixi com els
miusculs dorsoventrals molt ben desenvolupats.
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Les fibres musculars descrites presenten la disposicié obliqua dels elements
contractils caracteristica de molts invertebrats (Paniagua, 1993).

No observen diferéncies morfologiques entre les fibres que constitueixen
les diferents capes musculars. Altres autors, perd, amb estudis
immunohistoquimics, han identificat dos tipus de fibres musculars de la paret
corporal d'Hirudo medicinalis en referéncia a l'activitat ATPasica i a la composicié
de la miosina (Rowlerson i Blackshaw, 1991). Les fibres circulars, diagonals,
dorsoventrals i un petit nombre de les longitudinals sén de contraccié més lenta
que la majoria de les longitudinals i contenen una diferent isoforma de la miosina
(Rowlerson i Blackshaw, 1991).

Fig. 68. Esquema d'una fibra muscular seccionada transversalment, Les barres Z
i els tdbuls T s'alternen, arrenglerats en fileres que transcorren obliquament al
llarg de la fibra. Els filaments prims i gruixuts queden tallats de forma
lleugerament obliqua. AF: filaments prims (actina). MF: filaments gruixuts
(miosina). T: tubuls T. Z: barres Z.

En relacié a la inervacié nerviosa, es creu que les terminacions amb
vesicules clares petites corresponen a unions colinérgiques i les terminacions amb
vesicules més grans electrodenses a unions serotonérgiques (Sawyer, 1986).
S'observa que aquestes ultimes no contacten directament amb la fibra muscular,
sino que sinapsen amb les terminacions colinérgiques. Es creu que representen
contactes d'inhibicié presinaptica (Sawyer, 1986).
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TEIXIT CONNECTIU

Matriu extracel.lular

Substancia fonamental

La substancia fonamental és lleugerament PA-S positiva, amb el blau de toluidina
mostra una metacromasia de tipus beta i s'hi detecta la presencia de
mucopolisacarids acids amb el blau d'Alcia.

La deteccié de proteines amb el blau de Coomasie déna resultats
lleugerament positius.

Fibres

En MO es pot veure la preséncia de fibres del teixit connectiu amb la coloracié
amb blau de toluidina i amb la impregnacié argéntica (figs. 69 1 70). Aquestes
fibres s6n molt llargues, la maxima llargaria que s'ha observat en els talls
histologics és de 150 um i segurament sén molt més grans. S'observa que les fibres
mostren una diferenciaci6 entre "coértex” argirofil i "medul.la" clara (fig. 70).

Fig. 69. Teixit connectiu del parénquima perivisceral. Coloracié amb blau de toluidina. B:
teixit botridial. E: epiteli intestinal. F: fibres connectives. H: vas hemocel.lomic. Barra: 100
nm,

Fig. 70. Seccié a nivell del teixit connectiu dérmic. Es poden veure fibres connectives en les
que s'aprecia un cértex argirofil (fletxes) i una medul.la clara (punta de fletxa). Impregnacié
argeéntica, Barra: 1 pm.

Fig. 71. Fibra connectiva tallada de forma més o menys longitudinal. El cértex esta format
per fibril.les disposades en el mateix sentit que la fibra, i la medul.la té un contingut
granular. Observi's l'estriacié secundaria en les fibril.les adjacents a la medul.la (fletxa).
FL: fibril.les. M: medul.la. Barra: 1 pm,

Fig. 72. Seccié longitudinal del teixit connectiu del parénquima perivisceral on s'aprecien
fibres connectives. La medul.la presenta en aquestes fibres una secci¢ lenticular (fletxes).
Barra: 1 pm.

Fig. 73, Seccié transversal d'una fibra connectiva on s'observa la medul.la, de seccié
lenticular (fletxa), i el cortex constituit per fibril.les paral.leles a I'eix major de la fibra (doble
fletxa). Barra: 1 um.

Fig. 74. Detall de les fibril.les de les fibres del teixit connectiu. Es pot apreciar una estriacié
d'un periode de 117-160 A (fletxa). Barra: 100 nm.

Fig. 75. Fibra connectiva en la qual s'aprecia l'estriacié secundaria en la part proxima a la
medul.la (fletxa). Barra: 1 pm.
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En ME es veu que el cértex esta format per fibril.les d'un diametre de 10 a
12 nm, les quals poden arribar a tenir més de 3 um de llargaria (figs. 71 a 73). En
algunes imatges es pot observar una estriacié en les fibril.les d'un periode de 117
a 160 A (fig. 74). Les fibril.les es troben forca compactades, a raé de 10 fibril.les
per cada 133-170 nm en un mateix pla en les zones de més alta compactaci.

La medul.la té una seccié lenticular o estrellada, d'uns 0,1-0,25 X 0,5-1,3 um
(figs. 72 1 73), esta limitada per membrana i en el seu interior s'observa un
citoplasma pobre amb organuls i amb alguna estructura granular, posiblement
glicogen (fig. 71). ‘

En talls longitudinals o esbiaixats de les fibres (figs. 711 75), es pot apreciar
una estriacié secundaria de les fibril.les contigiies a la medul.la, d'un perfode de
415 2 470 A.

En les diferents regions del cos varia la proporcié i la naturalesa de les
fibres (fig. 76). La medul.la es manté mes o menys constant, pero el cértex varia
considerablement. A la dermis i teixit connectiu intermuscular la matriu
estracel.lular esta quasi totalment ocupada per fibres gruixudes (fig. 70). Al teixit
connectiu del parenquima perivisceral les fibres sén més primes, definides i
escasses (fig. 77). S'observa una zona de transici6 entre el connectiu intermuscular
1 el connectiu del parenquima perivisceral on s'hi troben fibres dels dos tipus 1
formes intermitges (fig. 78).

Fig. 76. Seccié transversal de la paret corporal. La impregnacié argéntica mostra la major
preséncia de material fibril.lar en la dermis i en el teixit connectiu perimuscular. En canvi,
en el teixit connectiu del parénquima perivisceral les fibres sén més primes, definides i
escasses, Impregnacié argéntica. D: dermis, PM: teixit connectiu perimuscular. PV: teixit
connectiu perivisceral. Barra: 100 pm.

Fig. 77. Seccié a nivell del teixit connectiu del parénquima perivisceral. Les fibres (fletxa)
s6n més primes que en la dermis. Impregnacié argéntica. Barra: 10 pm.

Fig. 78. Seccié a nivell de la zona de transicié entre el teixit connectiu perimuscular i el
teixit connectiu perivesceral. Es poden veure fibres dels dos tipus: primes (fletxa) 1 gruixudes
(doble fletxa). Impregnacié argéntica. Barra: 10 pm.

Fig. 79. Seccié a nivell de la dermis, just per sota de les cél.lules epitelials. Les fibril.les
s'estructuren al voltant de la medul.la de forma paral.lela a l'eix de la fibra en la part més
proxima (fletxa), i de forma desorganitzada en la part distal (doble fletxa). M: medul.la.
Barra: 5 pm.

Fig. 80. Parénquima perivisceral amb fibres connectives (fetja) de tipus més prim que les
que es troben a la dermis. Barra: 1 um.

Fig. 81. Amb el marcatge amb la lectina Con A, es poden distingir les fibres connectives
(fletxa) entre les fibres musculars. BM: membrana basal de les fibres musculars. Barra: 50
Lm.
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Les fibres del teixit connectiu intermuscular i dérmic tenen el cortex
gruixut, mesurant tota la fibra de 2,5 a 7,1 um de diametre. En aquests nivells, tota
la matriu extracel.lular esta practicament ocupada pel feixos de fibres, que, amb
la impregnaci6 argéntica, prenen una tonalitat carbaca, indicativa de fibres tipus
col.lagen (fig. 76). Les fibril.les s'organitzen al voltant de la medul.la, en un
diametre de 1,25 a 2,3 pm, paralel.lament a l'axis longitudinal de la medul.la; pero
en una area d'influéncia d'uns 2,5 a 7,1 um de diametre al voltant d'aquest nucli
central s'observen fibril.les que l'envolten, i que no transcorren paralel.lament a
l'axis longitudinal de la medul.la, quedant sovint els limits amb les fibres
contigiies poc definids (fig. 79).

Les fibres del teixit connectiu del parenquima perivisceral sén més primes,
de 1,2 a 1,9 um de diametre, amb el cértex més estret, duns 0,4 a 0,6 um, i de
limits més ben definids (figs. 71 1 80). Aquestes fibres mostren en les
impregnacions argéntiques una tonalitat marré-grisosa fosca, indicativa de fibres
tipus reticulina (fig. 77). Ultrastructuralment s'observa que les fibril.les
s'organitzen més aviat paralel.lament a l'axis longitudinal de la medul.la (fig. 71).

Les lectines Con A i PNA, que marquen la membrana basal de les ceél.lules
epitelials i fibres musculars, també marquen de forma més ténue fibres del teixit
connectiu (fig. 81). Les fibres apareixen com a filaments de menys de 7 pm de
diametre en les que no es distingeixen cértex i medul.la.

En l'observacié de seccions obtingudes en criotom del teixit connectiu amb
microscopi d'epifluorescéncia, no s'observen fibres tipus elastina, caracteritzades
per una fluorescéncia blau-blanca molt marcada (Franzblau i Faris,1981).

Discussio

En la substancia fonamental del teixit connectiu s'ha detectat la preséncia de
mucopolisacarids acids 1 de petites quantitats de mucopolisacarids neutres i de
proteines, fet que concorda amb les dades obtingudes per Bradbury en aquesta
mateixa espeécie (1958).

Els estudis de difracci6 de raigs X (Bradbury, 1958), demostren la
naturalesa col.lagena de les fibres. Les diferéncies que s'han observat en la
impregnaci6é argéntica, que mostren una afinitat semblant a la de la reticulina per
les fibres del teixit connectiu perivisceral, i una afinitat semblant a la de les fibres
col.lagenes de vertebrats pel connectiu intermuscular i pel connectiu dérmic; sén
degudes segurement a la disposicié de les fibril.les, més ben ordenades
longitudinalment en el primer cas, i amb una disposicié més laxe en el segén.

No s'ha pogut detectar la preséncia d'altres tipus de fibres connectives tipus
elastina.
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El fet que les fibres tenen cértex i medul.la ja havia estat observat per
Bradbury (1957a, 1958) i Bradbury i Meek (1958a). El diametre de les fibril.les que
constitueixen el cortex de la fibra, segons Bradbury (1957, 1958) i Bradbury i Meek
(1958a) (25 nm), és d'un ordre semblant a l'observat per nosaltres (10-12 nm). La
peridiocitat que observen Bradbury i Meek (1958a) de 300 A probablement es
correspon amb la peridiocitat secundaria que s'observa en les fibril.les adjacents a
la mel.lula, d'uns 415 a 470 A, on les fibrilles resten encara forca ben
arrenglerades. En canvi, la peridiocitat primaria de 117-160 A no havia estat
observada anteriorment.

Les fibres descrites per Bradbury (1958) i Bradbury i Meek (1958a), d'1 a 2
um de diametre, esparces en el teixit connectiu i amb les fibril.les disposades
paralel.lament a l'eix longitudinal de la fibra; es correponen amb les que s’han
descrit pel teixit connectiu perivisceral.

Les fibres que s’han descrit pel teixit connectiu perimuscular i dérmic, forca
més gruixudes, de fins a 7 um de diametre, on les fibril.les s'organitzen en la part
adjacent a la medul.la de modus semblant a les descrites pel teixit connectiu
perivisceral, mentre que en la part externa estan disposades de forma menys
organitzada envoltant l'axis central, no habien estat descrites anteriorment.
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Fibrocits

Nombrosos fibrocits es troben en el teixit connectiu. El cos cel.lular mesura de 3,5
a 6 um d'amplaria a nivell del nucli, per uns 40 pm de llargaria (fig. 82). Sén
cél.lules afusades que acaben en fins processos cel.lulars, els quals poden arribar
a ser molt llargs, de més de 35 pm, amb un diametre de 0,2 a 1 um (figs. 83 1 84),
Les seccions tranversals d'aquests processos mostren una forma estrellada (figs. 84
1 85).

Caracteristiques del nucli i del citoplasma

El nucli és de contorn lleugerament irregular, oval amb uns 3 X 12 pm (figs. 83 1
84). Es poc ric amb heterocromatina i s'hi pot observar un nucleol
d'aproximadament 1 pm de diametre (fig. 84).

Fig. 82. Fibrocits en el teixit connectiu de la paret corporal. Observi's la preséncia de
nombrosos granuls clars de naturalesa lipidica (fletxa) en el citoplasma. Coloracié
hematoxilina/eosina. FI: fibrocit. Barra: 50 um.

Fig. 88. Fibrocit amb nombroses vesicules lipidiques (fletxa) de contingut homogeni. FI:
fibrocit. F: fibres connectives. Barra:10 pm.

Fig. 84. Teixit connectiu amb fibrocits i nombroses seccions dels processos citoplasmatics
d'aquestes cél.lules (fletxa). En un dels fibrocits s'aprecia la part proximal d'un d'aquests
processos (doble fletxa). Aquests fibrocits no presenten vesicules lipidiques. En canvi,
mostren una gran quantitat de mitocondris vacuolats 1 saculs del reticle endoplasmatic
dilatats. FI: fibrocit. VM: mitocondri vacuolat. ER: sacul del reticle endoplasmatic. Barra:
10 yum.

Fig. 85. Fibrocits amb saculs dilatats del reticle endoplasmatic i poques vesicules
lipidiques. També es distingeixen seccions dels processos cel.lulars dels fibrocits (puntes de
fletxa), algunes for¢a proximals (fletxa). ER: sacul del reticle endoplasmatic. F: fibrocit. LV:
vesicula lipidica. Barra: 5 pm.

Fig. 86. Fibrocits amb les vesicules lipidiques tenyides amb vermell de Suda (fletxa).
Barra: 10 pum.

Fig. 87. Detall de la zona perinuclear d'un fibrocit. Observi's els plecs de la membrana
plasmatica paral.lels a la superficie (fletxa). D: dictiosoma. M: mitocondri. N: nucli. Barra: 1
um,

Fig. 88. Detall a nivell de la membrana plasmatica d'un fibrocit. Observi's la preséncia de
petites evaginacions de la membrana plasmatica formant ampolletes de contigut
electrodens (fletxa). LV: vesicula lipidica. Barra: 100 nm. ’

Fig. 89. Detall de la membrana plasmatica amb material fibrilar associat en la cara
externa (fletxa). D: dictiosoma. LV: vesicula lipidica. Barra: 1 um,

Fig. 90. Fibrocit sense vesicules lipidiques 1 amb abundancia de saculs dilatats del reticle
endoplasmatic. ER: saculs del reticle endoplasmatic. N: nucli, VM: mitocondri vacuolat.
Barra: 10 pm.
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Aquestes cel.lules es caracteritzen per la preséncia de vesicules lipidiques
de gran mida (de 1 a 2,5 um de diametre) voltades de membrana, que es tenyeixen
amb el vermell Suda i que prenen un aspecte gris homogeni en les micrografies de
microscopia electronica (figs. 83 1 86). També es veuen vesicules de contingut
electrodens de forma rodona o bacilar d'uns 0,3-0,5 pm de diametre (figs. 83, 84 i T
87). ;‘

Els mitocondris sén bacilars o arronyonads. Tenen aspecte vacuolat, amb ¥
molt poques crestes poc desenvolupades, sovint en forma vesicular (fig. 84). En el
citoplasma s'observen nombrosos ribosomes lliures i granuls de glicogen formant
rosetes. Hi ha relativament poc reticle endoplasmatic rugés i s'observen alguns
saculs dilatats de contingut electrolicid, probablement del reticle endoplasmatic
llis, amb un diametre de 0,5-1 um (figs. 84, 85 1 90). En ocasions s'observa algun
dictiosoma perinuclear que sol tenir secci6 circular (fig. 87). En alguns punts la
membrana plasmatica s'evagina formant petites ampolletes amb contingut
electrodens, probablement relacionades amb l'exocitosi (fig. 88).

Al citoplasma dels llargs processos cel.lulars que es troben als extrems del
fibrocit s'hi pot observar la preséncia de glicogen, reticle endoplasmatic 1 vesicules
electrolucides, perd no d'altres organuls (fig. 85).

Es caracteristica la preséncia de petites evaginacions de la membrana
plasmatica que es disposen paral.lelament a la superficie cel.lular (fig. 87).
Associat a la cara externa de la membrana plasmatica s'observa material fibril.lar ‘
que és continua cap a les projeccions citoplasmatiques (fig. 89). a8

Es poden observar fibrocits que presenten algunes diferéncies, amb cap o
poques vesicules lipidiques i un lleuger augment del nombre i el diametre de les
vesicules clares del reticle endoplasmatic llis, que mesuren, en aquestes ce¢l.lules,
de 0,5 a 2,3 um de diametre (figs. 84 1 90). Aquest fibrocit és menys afusat, amb una
amplaria a nivell del nucli de 4,5 a 11 pm per uns 20 pm de llargaria a nivell del
cos cel.lular, a l'extrem del qual s'observa la preséncia dels processos
cel.lulars. El nucli pot presentar alguna identacié. Associat a la cara externa de la
membrana plasmatica s'hi observa material dens perd no en forma fibrillar.

En un mateix exemplar es poden observar fibrocits amb vesicules
lipidiques i fibrocits sense. També s'observen fibrocits de morfologia intermitja
(fig. 85).

Discussié

Totes les evidéncies morfologiques indiquen que el tipus cel.lular que s'ha descrit
amb el nom de fibrocit és el responsable de la sintesi i organitzacié del material
fibril.lar del teixit connectiu. S'ha pogut observar que la medul.la de les fibres
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connectives esta constituida per llargs processos cel.lulars de seccié6 lenticular. Per
les caracteristiques comuns del citoplasma, es pot considerar que corresponen a la
part distal dels processos que s'originen als extrems dels fibrocits, els quals tenen,
en la part proximal, seccié estrellada. Aquestes dades concorden amb els estudis
realitzats per Bradbury (1958) i per Bradbury i Meek (1958a) dels fibrocits
d'Hirudo medicinalis.

La funci6 de reserva lipidica és evident per la preséncia de nombroses
vesicules lipidiques al citoplasma. Els arincobdel.lides no tenen adipocits
diferenciats com els dels rincobdél.lides (Bradbury, 1958 a). Dels dos tipus de
vesicules lipidiques descrites per Bradbury (1958 a): gotes grans, d'uns 5-2 pm de
diametre, amb triglicerids i gotes petites, de menys de 1 um de diametre,
compostes probablement per fosfolipids i situades perinuclearment; en el present
estudi s'ha pogut observar clarament el primer tipus, encara que eren
lleugerament més petites, de 1 a 2,5 um de diametre. El segén tipus es podria
correspondre amb els granuls electrodensos de 0,3 a 0,8 um de diametre que
s'observen a nivell del cos cel.lular, encara que més probablement es pugui
tractar de lisosomes.

Fig. 91. Esquema d'un fibrocit. Les projeccions citoplasmatiques només shan
dibuixat en la seva part proximal i no en tota la seva longitut. DM: mitocondri
dilatat. P: projeccié citoplasmatica. ER: saculs dilatats del reticle endoplasmatic.
LV: vesicula lipidica.
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La preséncia de dos tipologies probablement correspon a dos estadis
diferents del fibrocit. Un estadi esta representat per un fibrocit amb gran quantitat
de reserva lipidica, mentre que l'altre pot no tenir cap goteta lipidica del tipus
gran. En aquesta segona tipologia cal remarcar un lleuger augment, tant del
nombre com del didmetre, de les vesicules de.contigut electrolucid, probablement
saculs de reticle endoplasmatic llis. Ja que el reticle agranular esta relacionat amb
el metabolisme lipidic, els saculs podrien ser llocs de formacié de les gotetes
lipidiques en fibrocits joves.

109




histologia normal

Cromatofors

A Hirudo medicinalis s'hi troba abundant preséncia de cromatofors tegumentaris.
La disposicié dérmica dels cromatofors responsables de la pigmentacié d'Hirudo
medicinalis es pot observar molt bé en seccions transversals gruixudes sense
tenyir, obtingudes en criotom (fig. 92).

En els cromatofors, la tonalitat del pigment pot ser marré-negrosa o marré-
daurada (figs. 92 1 93). L'acumulacié de cromatofors d'una o altre tonalitat en certes
zones de la pell, déna com a resultat la formacié dels dibuixos caracteristics de la
pell de la sangonera (fig. 94). Morfologicament no s’han observat diferéncies entre
els cromatofors responsables d'aquestes dos tonalitats.

El cos cel.lular de la cel.lula pigmentaria mesura uns 14-25 X 6-13 pum 1 és
de forma irregular, estrellada amb llargues projeccions citoplasmatiques, d'un
diametre d'entre 0,41 1,2 pm, que s'internen en el teixit connectiu i penetren entre
els espais laterals que resten entre les cel.lules epitelials (figs. 17, 93 1 95).

Fig. 92, Seccié transversal gruixuda (d'uns 100 um) de la paret corporal, sense tenyir. Es
pot apreciar la preséncia de dues coloracions diferents degudes a 1'acumulacié en la dermis
dels cromatofors, una marré daurada (fletxa) i I'altre marré negrosa (doble fletxa). Les
fibres pigmentades que s'observen en els teixits subjacents a la dermis corresponen a les
cel.lules vasofibroses del teixit vasofibrés. V: teixit vasofibrés. Barra: 100 um.

Fig. 93. Tegument dorsal d'Hirudo medicinalis en el qual es poden apreciar cromatdfors
marrd negrosos i marré daurats, les perllongacions dels quals (fletxa) penetren entre les
parts basals de les cél.lules epitelials. Coloracié hematoxilina/eosina. GD: cromatofor marré
daurat. BC: cromatofor marré negrés. E: cél.lula epitelial. Barra: 10 pm.

Fig. 94. Tegument dorsal de la sangonera en el que s'aprécia el patré de pigmentacié
caracteristic,

Fig. 95. Seccié del tegument on es poden observar perllongacions citoplasmatiques dels
cromatdfors (fletxa) penetrant entre les parts basals de les cél.lules epitelials. E: cél.lula
epitelial. Barra: 10 pm.

Fig. 96. Cos cel.lular d'un cromatdfor amb nombrosos granuls de pigment. P: granul de
pigment. Barra: 10 pm.

Fig. 97. Cromatofor en el qual es pot veure una vesicula de contingut homogeni i gris als
electrons (fletxa). Barra: 10 pum.

Fig. 98. Detall del citoplasma marginal del cos cel.lular d'un cromatofor, on s'observen dues
vesicules exocitiques (fletxa). Observi's que els granuls de pigment estan voltats de
membrana (doble fletxa). Barra: 0,5 um. .
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Caracteristiques del nucli i del citoplasma

El nucli es oval, mesurant 4-5 X 2-3 um, i sovint s'observa un nucleol d'uns 0,8 um
de diametre (figs. 93 1 96).

En el citoplasma s'observen cisternes del reticle endoplasmatic rugés i
ribosomes lliures (fig. 96). Els mitocondris estan molt vacuolats i no sén gaire
nombrosos. En alguns cromatofors es pot veure la preséncia dalguna vesicula
grisa als electrons, de 1 a 1,7 um de diametre (fig. 97). Aquestes vesicules sén molt
probablement lipidiques, ja que amb el vermell de Suda ocasionalment es tenyeix
alguna goteta en els cromatofors.

Els granuls de pigment mesuren uns 0,16-0,28 um de diametre, amb una
mitja de 0,2 i un maxim de 0,33. Aquests granuls s6n molt electrodensos i estan
voltats de membrana (fig. 98).

La membrana plasmatica és llisa en la major part de la superficie cel.lular,
perd s'observen, de tant en tant, petites evaginacions i vesicules exocitiques d'uns
0,05-0,2 um de diametre a nivell del cos cel.lular (fig. 98).

Discussio

Els patrons de pigmentacié de les sangoneres contrasten amb els d'oligoquets en
els que practicament no hi ha cél.lules pigmentaries (Sawyer, 1986).

El cromatofor d'Hirudo medicinalis es pot comparar amb els cromatofors
descrits en altres espécies d'hirudinis. S'han descrit tres tipus de cél.lules
pigmentaries o cromatofors en les sangoneres: la cél.Jula pigmentaria marré, que
és la més comuna; la cel.lula pigmentaria color crema, de forma allargada i un cos
cel.lular d'uns 40 um, que ha estat descrita només a glosifonids; i la cél.lula
pigmentaria verda (Sawyer, 1986). Els dos primers tipus estan associats a l'epiteli
tegumentari. El tercer és hipodérmic, es creu que funciona com a ce¢l.lula de
magatzematge dels productes del metabolisme de 1'hemoglobina 1 sembla
correspondre a un estadi avancgat de la ceél.lula adiposa. A arincobdel.lides falta
aquest tercer tipus, a menys que es correspongui amb les ceél.lules vasofibroses
(Sawyer, 1986; Bradbury, 1957b).

Els cromatofors observats a Hirudo medicinalis, probablement
corresponen al tipus marré cutani descrit a Glossiphonia complanata, que segons
Bradbury (1957b), té forma estrellada amb un cos cel.lular d'uns 20-25 pm de
diametre, granuls de pigment de dimensions semblants a les observades a H.
medicinalis, 1 un color que varia de marr6 vermellés a groc marronoés.
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Fig. 99. Esquema d'un cromatofor. Les projeccions citoplasmatiques només s'han
dibuixat en la seva part proximal. PG: granuls de pigment. LV: vesicula lipidica.

La naturalesa del pigment d'aquests cromatofors no ha estat determinada
anteriorment. Per les caracteristiques histoquimiques del pigment de la sangonera
Glossiphonia complanata, que redueix fortament les solucions alcalines de plata i
forma blau de Prussia en preséncia de sals ferriques, Bradbury (1957b) creu que
podria correspondre a melanina. A més, segons Spearman (1973), la melanina és
el pigment més comu en invertebrats.

A Hirudo medicinalis no s’han fet proves per a la identificacié d'aquest
pigment, perd si que s'havien fet a Dina lineata, una espécie pertanyent a l'ordre
Arhynchobdellida, en el curs del treball de tesina "Estructura i utraestructura del
tegument de Dina lineata " (Huguet, 1985). El pigment es decolora amb aigua
oxigenada, al igual que la melanina. En les proves per a la detecci6é de l'enzim
tirosinasa, que converteix la tirosina a DOPA i aquesta a melanina (reacci6 DOPA
tirosinasa), s'observen resultats lleugeramnet positius, amb acumuls de melanina
formats a partir de DOPA afegida artificialment.

Per tots aquests motius, es pot pensar que el pigment dels cromatofors
d'Hirudo medicinalis és una melanina.
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Teixit vasofibros

Sota la lupa binocular, el teixit vasofibrés es veu com una xarxa de fibril.les
marré-negroses anastomosades, que es troben al teixit connectiu del parénquima
corporal, especialment al voltant del canal hemocelomic ventral, i també, en
menys quantitat, al teixit connectiu intermuscular (fig. 100).

Aquestes fibres, d'un didmetre que oscil.la entre 1 i 17 pm, estan formades
per dos tipus cel.lulars, les cél.lules vasofibroses i les cél.lules vasocentrals. S’han
observat alguns contactes entre el teixit vasofibroés i el teixit botridial (fig. 100).

Fig, 100. "Squaix" d'una seccié transversal gruixuda (d'uns 100 pum) de la paret corporal.
ES poden veure les fibres del teixit vasofibrés i les cél.lules botridials. En ocasions
s'observen contactes entre les fibres del teixit basofibrés i el teixit botridial (fletxa). V: fibres
del teixit vasofibrés. B: teixit botridial. Barra:100 pm.

Fig. 101. Seccié transversal d'una fibra del teixit vasofibrés. S'observa el cos cel.lular d'una
céLlula vasofibrosa que es caracteritza per I'abundancia de granuls electrodensos en el
citoplasma. En linterior de la fibra s'observen cel.lules vasocentrals densament
empaquetades. N: nucli. PG: granuls pigmentats. VC: cél.lula vasocentral. VF: cél.lula
vasofibrosa. Barra: 1 um,

Fig. 102. Terminacié nerviosa associada a una cél.lula vasofibrosa. NE: terminacié
nerviosa., VF: cél.lula vasofibrosa. Barra:1 pm.

Fig. 108. Seccié d'una fibra del teixit vasofibrés. N: nucli. VC: cél.lula vasocentral. VF:
céllula vasofibrosa. Barra: 10 um

115




histologia normal

Cel.lules vasofibroses

Les ceél.lules vasofibroses destaquen per la seva pigmentacié marré-negrosa. Es
troben a la periféeria de la fibra, embolcallant parcialment a les cél.lules
vasocentrals, 1 tenen perllongacions citoplasmatiques que s'interconnecten amb
les cél.lules contigiies formant fibres (figs. 1001 101).

S6n cel.lules allargades i aplanades, d'uns 4 X 8 pm de diametre a nivell del
nucliide 1 a5 um a nivell de les projeccions. La largaria d'aguestes és dificil de
determinar atés que en el microscopi Optic no es distingeix on comeng¢a una
cel.lula i acaba I'altre.

Tot 1 que no s’han observat sinapsis, s’ha pogut observar la preséncia de
terminacions nervioses associades a les cel.lules vasofibroses (fig. 102).

Caracteristiques del nucli i del citoplasma

El nucli de les cel.lules vasofibroses és ovalat, duns 4 X 4,8 um, i en ocasions es
pot veure un nucleol (fig. 103).

El citoplasma esta majoritariament ocupat pels granuls que 1'hi donen la
pigmentacié marr6 negrosa caracteristica. Aquests granuls, fortament
electrodensos, estan voltats de membrana i mesuren de 0,23 a 0,45 um de
diametre, amb una mitja de 0,32 1 un maxim de 0,7 um. Es troben tant al cos
cel.lular com a les projeccions (figs. 1011 103),

En el poc citoplasma restant, s'observa forca reticle endoplasmatic rugés,
algun dictiosoma perinuclear, ribosomes lliures, granuls de glicogen i mitocondris
(figs. 1011 103).

Fig. 104, Grup de cél.lules vasocentrals envoltades per les projeccions de les cél.lules
vasofibroses. Coloracié hematoxilina/eosina. FI: fibrocit. M: fibra muscular. N: nucli. GV:
grup de cél.lules vasocentrals. VF: cél.lules vasofibroses. Barra: 10 um.

Fig. 105. Seccig d'una fibra del teixit vasofibrés. Coloracié hematoxilina/eosina. GV: grup de
cél.lules vasocentrals. VF: cél.lula vasofibrosa. Barra: 10 um.

Fig. 1086. Seccié d'una fibra del teixit vasofibrés. PG: granuls pigmentats. N: nucli. VF:
cél.lula vasofibrosa. VC: cél.lula vasocentral. Barra: 10 um.

Fig. 107, Detall de la figura 86, on, en els llocs on les cel.lules vasocentrals no estan
envoltades per les vasofibroses, es poden observar les unions especialitzades amb la
matriu. S'cbserven feixos de microfilaments convergint cap a aquestes unions. AD: unions
amb la matriu. L: lisosoma. MF: microfilaments. Barra: 1 um.

Fig. 108. Contactes entre les cél.lules vasocentrals, mostrant material fibrilar molt tenue
que connecta les membranes plasmatiques (fletxa). VC: cél.lula vasocentral. Barra: 100
nm.
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La membrana plasmatica d'aquestes cel.lules presenta petites evaginacions
disposades paralelament a la superficie cel.lular, idéntiques a les que presenten
els fibrocits.

Associada a la cara externa de la membrana plasmatica, en les zones on les
cel.lules contacten amb la matriu, es troba un recobriment cel.lular poc conspicu
(figs. 1011 102).

Cel.lules vasocentrals

Associades a la xarxa de cél.lules vasofibroses es troben les cél.lules vasocentrals.
Aquestes ceél.lules es troben formant agrupacions compactes envoltades per
cel.lules vasofibroses (figs. 104 a 106). Les cel.lules vasocentrals estan
imbrincades entre si per mitja de projeccions citoplasmatiques (fig. 106). Sén
cél.lules en estadi de repods, que, quan sén activades, sén capaces de migrar a
altres parts del cos.

Caracteristiques del nucli i del citoplasma

En l'estadi de repos el nucli té una forma més o menys ovalada, de 3,8-10 X 0,5-2,
estant més o menys aprimat segons el compactament de les propies cél.lules
vasocentrals (fig. 106). El contorn del nucli pot ser lleugerament irregular. Es poc
heterocromatic i no s'ha pogut observar la preséncia de nucleol en ceél.lules
vasocentrals en estadi de repos.

El citosol d'aquestes cel.lules és molt electrodens (fig. 106). Aquest segén
tipus del teixit vasofibrés no té granuls pigmentaris, pero s'hi troben nombroses
vesicules de contingut molt electrodens, d'un diadmetre de 0,2 a 0,5 um,
probablement lisosomes. S'observen alguns lisosomes secundaris. Els mitocondris
sén de forma allargada (0,2-0,4 X 1,25-1,75) amb crestes ben desenvolupades. El
reticle endoplasmatic rugés esta ben desenvolupat i abunden els ribosomes
lliures. Els dictiosomes sén escassos, no havent-s'en pogut observar cap en l'estadi
de repods. El citoplasma conté abundancia de feixos de filaments d'un diametre
d'uns 0,2-0,3 um (figs. 107, 109 i 110). S'ha determinat la preséncia d'actina amb
marcatge amb fal.loidina fluoresceinada. Es veu que l'actina es disposa en forma
de feixos de filaments, els quals, donada la disposici6 de les ceél.lules en la fibra, es
veuen forca entortolligats (figs. 1111 112),

La membrana plasmatica no presenta les evaginacions observades a les
cel.lules vasofibroses i als fibrocits.
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Unions cel.lulars i contactes amb la matriu

Les associacions de cél.lules vasocentrals i cél.lules vasofibroses estan envoltades
per un recobriment fibrés. Aquest recobriment és especialment conspicu en les
zones on les cél.lules vasocentrals no estan envoltades per les cél.lules
vasofibroses sino en contacte directe amb la matriu extracel.lular.

Les cel.lules vasocentrals mantenen unions especialitzades amb la matriu
(figs. 107 1 110). Aquestes unions presenten material dens en la cara citoplasmatica
1 extracel.lularment contacten amb el recobriment cel.lular. En ocasions es pot
veure com feixos de filaments convergeixen cap a aquestes unions (fig. 110). No
s'observen unions especialitzades amb les altres cél.lules vasocentrals ni amb les
cél.lules vasofibroses. Entre les cél.lules veines, les membranes plasmatiques
estan en contacte molt estret, deixant un espai intercel.lular d'uns 17 a 20 nm. En
alguns punts es pot observar la preséncia de material fibril.lar molt fi connectant
les dos cél.lules, especialment en els contactes entre cél.lula vasocentral i cél.lula
vasocentral (fig. 108).

Cél.lules vasocentrals lliures

A linterior dels vasos hemocelomics 1 dels canals botridials s'ha observat,
ocasionalment, la preséncia de cel.lules que s'identifiquen com a vasocentrals (figs.
113 i 114). Tenen el citoplasma caracteristic de les cél.lules vasocentrals que es
troben en el teixit connectiu: citosol forca electrodens, abundancia de lisosomes,
amb reticle endoplasmatic for¢a ben desenvolupat i algunes vesicules de
contingut

Fig. 109. Detall de les cél.lules vasocentrals on es pot observar la preséncia de feixos de
microfilaments . MF; microfilaments. Barra: 1 yum.

Fig. 110. Detall de les cel.lules vasocentrals on es veu un feix de microfilaments convergint
cap a les unions amb la matriu (fletxa). MF: microfilaments. VC: cél.lula vasocentral. VF:
cel.lula vasofibrosa. Barra: 1 pm.

Fig. 111 Marcatge amb fal.loidina mostrant feixos d'actina (fletxa) disposats de forma
entortolligada en el citoplasma de les cél.lules vasocentrals. VC: cél.lules vasocentrals.
Barra: 100 ym.

Fig. 112. Idem que I'anterior. (fletxa): feixos d'actina. VC: cél.lules vasocentrals. Barra: 100
pm.

Fig. 113. Ceél.lula vasocentral a l'interior d'un vas hemocel.lomic, en contacte amb la paret
del vas. Observi's la preséncia de filopodis (fletxa). E: cél.lula endotelial del vas
hemocel.lomic. H: vas hemocel.lomic. VC: cél.lula vasocentral. Barra: 10 um.

Fig. 114, Cel.lula vasocentral a l'interior d'un canal del teixit botridial, en contacte amb les
parets del canal. B: canal botridial. BC: c¢él.lula botridial. VC: cél.lula vasocentral. Barra:
10 pm
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electrolicid. Emeten llargs filopodis que poden presentar ramificacions (fig. 114).
En tots els casos observats s'han trobat lligats a les parets dels vasos i no lliures a
la llum, a diferéncia des amebocits hemocelomics. El contacte amb la paret dels
vasos es déna tan a nivell del cos cel.lular (fig. 113) com a nivell dels filopodis (fig.
114).

Discussio

El teixit vasofibrés forma una xarxa anastomosada dintre el teixit connectiu. Els
estudis de Bradbury del teixit connectiu d'Hirudo medicinalis (1959), el descriuen
com a un sistema de canals connectats amb el sistema hemocelomic, en els que les
cél.lules que formen les parets dels canals shan omplert de granuls, d'una forma
semblant a la que es déna a les cel.lules botridials. La preséncia d'un limen en les
fibres vasofibroses com el que descriu Bradbury (1959) no ha estat observada.
Possiblement el lumen observat per Bradbury correspongui en realitat a les
cél.lules vasocentrals, que, com el seu nom indica, resten en la part central de la
fibra, embolcallades parcialment per les cél.lules vasofibroses.

Fig. 115. Esquema d'un segment d'una fibra del teixit vasofibrés. Les cél.lules
vasofibroses s'observen en la part externa i les vasocentrals formen acumuls en la
part interna. G: granuls pigmentats. F: feixos de filaments. L: lisosoma. MdJ:
unions amb la matriu especialitzades. VC: cél.lula vasocentral. VF: cel.lula
vasofibrosa.
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Els dos tipus cel.lulars descrits, cel.lules vasofibroses i cél.luleg
vasocentrals, es corresponen amb els descrits per Coggeshall i Yaksta-Sauerlangd
(1974) en el teixit vasofibrés d'Hirudo medicinalis com a tipus I1i tipus I, 1 als dog
tipus descrits per Fischer et al (1976) a Haemopis sanguisuga, dels que s'ha
adoptat la nomenclatura.

Segons Coggeshall i Yaksta-Sauerland (1974), la xarxa vasofibrosa no esty
connectada amb el teixit botridial o amb el sistema hemocelomic. En canvi, en el
present estudi s'han observat contactes amb el teixit botridial. La preséncia
ocasional de cél.lules vasocentrals en els canals botridials i hemocelomics, també
suggereix l'existéncia de contactes entre aquests dos sistemes, tot 1 que les cel.lules
vasocentrals haurien pogut migrar a través del teixit connectiu, sense necessitat
d'un contacte directe.

La citologia dels dos tipus cel.lulars del teixit vasofibrés ha estat descrita
amb detall per Coggeshall i Yaksta-Sauerland (1974) a Hirudo medicinalis i, en
general, coincideix amb les nostres observacions.

Les cel.lules vasofibroses sén cel.lules allargades que contenen uns
granuls de color marré negrés molt electrodensos, els quals morfologicament es
corresponen amb l'dnic tipus de granul descrit en aquestes ceél.lules per
Coggeshall 1 Yaksta-Sauerland (1974) i amb el descrit com a tipus "a" per Fischer
et al (1976). Aquests granuls sén de dimensions més grans que els que es troben
als cromatofors 1 aquest tret permet diferenciar aquests dos tipus de cel.lules
pigmentades amb facilitat.

Segons Bradbury (1959), la cel.lula vasofibrosa conté productes de
trencament de la sang ingerida i funciona com a un ronyé per acumulacié.
Coggeshall i Yaksta-Sauerland (1974) demostren que els granuls pigmentats
redueixen les sals de dicromats i capten rapidament la serotonina, el que podria
ser un métode important d'inactivacié d'aquesta molécula, que d'altre banda s'ha
vist que té una funcié de neurotransmisor en les sangoneres (Wallace, 1981). La
preséncia de terminals nerviosos associats a les cél.lules vasofibroses corrobora
aquesta hipotesi.

Fischer et al (1976) observen un segén tipus de granuls en les cel.lules
vasofibroses, el tipus "b", que molt probablement es correspon amb el que s'ha
descrit en els resultats com a probables lisosomes i que, d'acort amb Fischer et al,
també es troben presents en les cél.lules vasocentrals. Segons Fischer et al
(1976), aquests granuls es poden trobar frecuentment entre les cél.lules
vasocentrals, en l'espai extracel.lular, fet que en el present estudi no s'ha observat
en cap ocasié. A diferéncia dels granuls pigmentats de les cél.lules vasofibroses,
els granuls de les cel.lules vasocentrals no redueixen les sals de dicromats ni
capten serotonina (Coggeshall i Yaksta-Sauerland, 1974).

La disposicié dels dos tipus cel.lulars en el teixit vasofibrés, amb grups de
cel.lules vasocentrals estretament unides les unes amb les altres parcialment
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embolcallats per les céllules vasocentrals, ha estat observat també a Haemopis
sanguisuga (Fisher et al, 1976).

Una aportacié important del nostre treball és la descripcié dels contactes
amb la matriu i els contactes intercel.lulars.

Es constata la preséncia d'unrecobriment cel.lular en les zones on les
cel.lules vasofibroses contacten amb la matriu. Fischer et al (1976) també
descriuen a Haemopis sanguisuga la preséncia d'un recobriment extern undolant,
semblant al dels fibrocits, una mica més conspicu del que s'observa a Hirudo
medicinalis.

La coherencia de les agrupacions de cél.lules vasocentrals sembla
assegurada per la imbrincacié de les seves projeccions citoplasmatiques, amb
contactes molt estrets entre les membranes plasmatiques, i per algun tipus
d'interaccions evidenciades per la preséncia de material fibril.lar connectant les
membranes plasmatiques de les cel.lules veines. Aquests filaments connecten les
cél.lules a través d'un espai intercel.lular molt petit, de 17-20 nm, pel que podrien
ser molécules de superficie cel.lular mediadores de l'adhesi6. Les cel.lules
vasocentrals estan, a més, lligades a la matriu per unions cel.lulars
especialitzades. Aquestes unions estan connectades a feixos de filaments forca
conspicus del citosquelet. Donada la determinacio de la preséncia de feixos, també
forca conspicus, de filaments d'actina amb fal.loidina fluoresceinada en MO,
sembla raonable suposar que els filaments connectats a les unions es corresponen
amb els filaments d'actina. Si aquesta hipdtesi fos certa, les unions serien unions
adherens del tipus contacte focal, descrit a diferents tipus cel.lulars de vertebrats
com a una unio cel.lular amb la matriu que connecta amb els filaments d'actina
del citosquelet (Burridge et al, 1988).

La funcié d'aquestes cel.lules sera discutida detalladament en l'apartat
referent al procés de regeneracié.
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Amebocits

Els amebocits, cél.lules circulants del sistema hemocelomic, sén ceél.lules
amebocitiques capaces de formar llargs pseudopodis. Quan es troben lliures en el
sistema hemoceldomic presenten una morfologia afusada, d'uns 1,5-3 X 4-8 pm (fig.
116).

Els amebocits aillats i incubats amb solucié fisiologica a sobre d'un
portaobjectes, presenten un aspecte arrodonit, d'uns 4 um de diametre, amb llargs
filopodis que poden arribar a 6 wum de llargaria en un nombre de 4 o 5 per cél.lula
(figs. 1171 118).

Caracteristiques del nucli i del citoplasma

El nucli és molt basofil, més o menys ovalat segons la morfologia de la cel.lula,
d'uns 2 X 2,5 um en les més arrodonides i d'uns 1 X 3 um en les afusades. Amb
MET sovint es veu una invaginacié profunda (fig. 116). S'observen for¢ca granuls
d'heterocromatina, sovint associats a l'enbolcall nuclear. També s'han observat
ndduls de material granulds a l'interior del nucli associats a l'embolcall nuclear
(fig. 119).

Fig. 116. Amebdcits en un vas del sistema hemocel.lomic. Observi's la preséncia de cavitats
1 canaliculs connectats amb l'exterior de la cél.lula (fletxa). Barra: 10 um.

Fig. 117. Amebocits aillats 1 incubats en sol.lucié fisiologica a sobre d'un portaobjectes. Es
pot observar la preséncia de llargs filopodis (fletxa). Microscopia de contrast de fases. Barra:
10 pm.

Fig. 118. Amebocits aillats 1 incubats en sol.lucié fisiologica a sobre d'un portaobjectes.
Amb la microscopia de contrast interdiferencial de Normanski s'aprecia millor la preséncia
de filopodis (fletxa). Barra: 10 um.

Fig. 119. Detall del nucli d'un amebocit en el qual es pot distingir un nodul de material
granulds (fletxa) associat a 'envolcall nuclear. N: nucli. Barra: 1 pm.

Fig. 120. Amebocit en un capil.lar hemocel.ldomic. Es pot veure material granulds en la cara
trans del dictiosoma de l'amebocit (fletxa). S'observa també una vesicula de doble
membrana amb estructures de seccié circular a l'interior (punta de fletxa). Observi's la
preséncia de cavitats on s'hi troba material d'aparenca idéntica a la de I'hemolimfa (doble
fletxa). A: amebdcit. D: dictiosoma. E: cél.lula endotelial del capillar. H: hemolimfa. N;
nucli. Barra: 1 um.

Fig. 121. Amebocit en un vas hemocel.lomic. En el citoplasma es pot cbservar la preséncia
de noduls de material granulés amb (fletxa) o sense membrana (doble fletxa). Barra: 1 um.
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El citoplasma és lleugerament basofil i en MET apareix forca electrodens.
Hi han nombrosos lisosomes, d'uns 2-2,5 pum de diametre. Els mitocondris tenen
les crestes ben desenvolupades. S'observen forces microtubuls. L'aparell de Golgi
és forca conspicu i s'hi pot observar, associat a la cara trans, material granulés no
voltat de membrana (fig. 120). En el citoplasma s'observen vesicules de diferents
mides (0,25-0,5 um de diametre) amb contingut granular semblant al que es troba
a la cara trans de l'aparell de Golgi (figs. 120 1 121). En una ocasié s'ha observat
acumulacié d'aquest material en forma de gota d'uns 1,2 pm de didmetre sense
membrana (fig. 121). També s'observa alguna vesicula de doble membrana d'uns
0,3 um de diametre amb petites estructures de seccié circular a l'interior (fig. 120).

A nivell de la membrana plasmatica s'observen densificacions del
citoplasma en la cara interna i en la cara externa petits acumuls del material
granulés que forma 1'hemolimfa (fig. 120).

Es caracteristica d'aquestes cel.lules la preséncia de cavitats en forma
canalicular que, en ocasions, es veuen connectades amb l'exterior. En aquestes
cavitats s'hi observa material d'aparenca idéntica al que es troba a l'exterior,
l'hemolimfa. La membrana d'aquestes cavitats té les mateixes caracteristiques que
la membrana plasmatica, amb densificacions del citoplasma adjacent 1 acumuls de
material granulés de 1'hemolimfa (figs. 1201 116).

Discussio

En la sang dels hirudinis s'hi troben dos tipus de cél.lules: els amebocits i les
cél.lules cloragogenes lliures (Sawyer, 1986). '

Els més abundants sén els amebocits que es troben lliures o lligats a les
parets dels vasos. En els acantobdeél.lides i rincobdel.lides els amebocits del
sistema vascular sén diferents dels del sistema celomic. En els arincobdél.lides,
grup en el qual estan reunits tots dos sistemes circulatoris en un de sol,
I'hemoceloma, no hi ha evidéncies de més de un tipus d'amebocits.

Les cel.lules cloragogenes lliures sén menys abundants. Sén ceél.lules
cloragogenes que s'han deslligat de les parets de les cavitats celomiques. En els
arincobdel.lides no se n'hi troben, ja que no tenen cél.lules cloragogenes sino teixit
botridial.

Els amebocits s6n ceél.lules amebocitiques que formen llargs filopodis 1
tenen un citoplasma caracteritzat per la preséncia de canaliculs i/0 vacuols amb
material similar al que es troba a fora de la cel.lula, coincidint totes aquestes
caracteristiques amb les descrites en amebocits d'altres hirudinis (Sawyer i
Fithgerald, 1981; Cornec 1984). Es coneix molt poc respecte l'origen i la funcié dels
amebdcits a les sangoneres, perd semblen estar relacionats principalment amb la
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fagocitosis 1 tranport de productes inerts o en degeneracié, objectes estranys i
probablement substancies nutritives (Sawyer, 1986).

Fig. 122, Esquema d'un amebocit, C: canals intracitoplasmatics. L: lisosoma. MT:
microtiibuls. V: vesicula de contingut granular,

. Un tret diferencial d'aquestes ceél.lules és la preséncia d'un rosari esparg
d'acumuls electrodensos que es troben tant al costat citoplasmatic com
extracitoplasmaticament de la membrana plasmatica. Aquests acumuls han estat
descrits com a extracel.lulars per Cornec (1984), que els cita com a unrecobriment
cel.lular espar¢, o com a granuls intracitoplasmatics per Sawyer 1 Fithgerald
(1981). La presencia d'aquests acumuls a nivell dels canaliculs i les vacuoles i el
fet que s'hi observi hemolimfa al seu interior permet identificar als canaliculs 1
vacuoles com a producte de la invaginaci6 de la membrana plasmatica.

A Hirudo medicinalis és de remarcar la preséncia d'un aparell de Golgi
forga conspicu, probablement relacionat amb les vesicules de material granulés
no identificat, que, si bé s6n comunes a les que s'observen en les microfotografies
d'altres hirudinis (Sawyer i Fithgerald, 1981), no han estat citades anteriorment.
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CURACIO DE FERIDES

RESULTATS

S'estudia la curaci6 de ferides per incisid, cauteritzaci6 i cremades causades
- per nitrat de plata.

En primer lloc s'exposa detalladament el procés de curacié de les ferides
per incisi6é i s'en descriuen les diferents etapes. A continucié s'estudien els
processos de curacié dels altres tipus de ferides en relacié al primer que serveix de
model. S'estudien també alguns mecanismes relacionats amb el procés de curacié:
activitat fagocitica i capacitat mitotica dels teixits en regeneracio.
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FERIDES PER INCISIO

Les ferides, fetes amb un bisturi, mostren un tall que afecta el tegument i les tres
capes musculars, arribant, en ocasions, fins al teixit connectiu del parenquima
perivisceral, quedant els teixits afectats en contacte directe amb l'exterior (fig.
123).

Immediatament després de produir-se la ferida, es produeix una contraccié
muscular dels segments afectats.

El procés de regeneracié provoca primer un fluxe de cél.lules procedents
del teixit connectiu que tanca efectivament la ferida i forma un pseudoblastema.
Una vegada el pseudoblastema ha estat format comenca la reepitelitzacié.
Acompanyant aquests processos de regeneracid s'observa una activitat fagocitica
important. Finalment es pot observar en el lloc de la ferida un teixit connectiu
cicatricial i una epidermis amb molt poques glandules mucoses i practicament
sense projeccions citoplasmatiques de cél.lules pigmentaries al seu voltant (figs.
123 a 126).

Fig. 123. Immediatament després de la realitzacié del tall, els teixits dels marges de la
ferida queden exposats al medi extern. Coloracié blau de toluidina. CT: teixit connectiu. E:
epiteli. M: fibra muscular. Barra: 100 um.

Fig. 124 . A les 4 h les cél.lules migratories han arribat als marges de la ferida 1 un tap
cel.lular, el pseudoblastema, es forma per sobre dels teixits exposats, actuant com una
barrera protectora. Coloracié hematoxilina/eosina. CT: teixit connectiu. M: fibra muscular.
MC: cél.lules migratories. P: pseudoblastema. Barra: 100 pm.

Fig. 125. 10 dies després de la realitzacid de la ferida. El pseudoblastema s'ha retractat
totalment 1 els marges de la ferida s'han ajuntat (fletjes). provocant plecs en l'epidermis.
Coloracié hematoxilina /eosina. CT: teixit connectiu. E: epidermis. M: fibra muscular. P:
pseudoblastema. Barra: 100 pum.

Fig. 126. Als 28 dies el pseudoblastema esta for¢a disgregat. Només un nombre reduit de
cel.lules del pseudoblastema es troben en la zona cicatricial. Coloracié hematoxilina/eosina.
E: epidermis. M: fibra muscular. PC: cél.lules del pseudoblastema. Barra: 100 um,
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Pseudoblastema
Evolucié del pseudoblastema

Després del tancament de la ferida per contraccié muscular, es déna la formacié
d'un tap cel.lular, el pseudoblastema. En successius estadis, les cel.lules que
formaran el pseudoblastema migren cap a la ferida, s'organitzen lleugerament i
sofreixen diversos canvis,

En les presents condicions experimentals, les primeres cél.lules
migratories s'observen al cap de 10 minuts de realitzada la ferida. Una hora
després, les ceél.lules han arribat al limit de la ferida, i a les 4 h formen un
pseudoblastema ben desenvolupat, el qual esta completament reepitelitzat a les
24 h. Cap a les 48 h, el pseudoblastema comenca a retreure's, al mateix temps que
els marges de la ferida s'ajunten. Cap els 6 dies, el pseudoblastema en retraccié ha
adoptat una forma de falca allargada. Entre els dies 10 i 14, el pseudoblastema
comenca a desintegrar-se, i finalment, cap a les 5 setmanes, tot ell es troba
practicament disgregat (figs. 123 a 126).

Aquesta pauta temporal pot variar segons el tipus i l'importancia de la
ferida. En ferides de menor consideracid, que només afectin les capes musculars
circulars, el pseudoblastema ja es troba totalment retractat a les 48 h (fig. 127).

Fig. 127, 48 h després de la realitzacié d'una ferida que afecta només fins a les
capes musculars circulars. En aquesta ferida, de menys consideracié que les
efectuades usualment, s'observa un pseudoblastema ja totalment retractat.
Coloracié hematoxilina/eosina, CM: musculatura circular. P: pseudoblastema.
Barra: 100 pm.
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En aquest procés es diferencien les segiients etapes:

I- Activacié i migracié cel.lular

II - Formaci6 del pseudoblastema
III - Retraccié del pseudoblastema
IV - Disgregaci6 del pseudoblastema

I- Migraci6é de les cel.lules vasocentrals

Les ceél.lules que migren cap a la ferida provenen del teixit connectiu proper, on,
en el seu estat normal, es troven formant petites agrupacions cel.lulars. Aquestes
cél.lules, anomenades vasocentrals, estan fortament imbrincades entre si per
mitja de projeccions citoplasmatiques i envoltades per les cél.lules vasofibroses,
constituint el teixit vasofibrés (figs. 103 a 106). En produir-se una ferida les
cél.lules vasocentrals s'activen 1 inicien la migracié cap a l'area afectada, on
s'acumulen (fig. 128).

Immediatament després de la realitzaci6 de la ferida, els grups de ceél.lules
vasocentrals comensen a desenvolicar-se (fig. 129). Les projeccions
citoplasmatiques gradualment es van desplegant (fig. 130). Les cel.lules
vasocentrals es van separant les unes de les altres i de les cél.lules vasofibroses,
al mateix temps que inicien la migracié (fig. 131). Durant el procés de separacio,
les unions especialitzades que connecten les cel.lules vasocentrals amb la matriu
connectiva es trenquen. Als 10 minuts de realitzada la ferida es poden veure
cél.Jules vasocentrals, encara associades a la xarxa vasofibrosa, en l'inici de la seva
migraci6 (fig. 129). Posteriorment es troben grups de cél.lules vasofibroses que, tot

Fig. 128. 4 h després de la realitzacié de la ferida. Les cél.lules vasocentrals migren cap a
la ferida per formar el pseudoblastema. Noti's la preséncia de grups de cél.lules
vasocentrals encara no dissociats. Coloracié hematoxilina/eosina. FI: fibrocit. GV: grup de
cel.lules vasocentrals. M: fibra muscular. P: pseudoblastema. VC: cel.lules vasocentrals.
Barra: 100 pm.

Fig. 129, Grup de cél.lules vasocentrals parcialment separades de les cél.lules vasofibroses
en les proximitats de la ferida. GV: grup de cel.lules vasocentrals. N: nucli. VC: cél.lula
vasocentral, Barra: 1 pm.

Fig. 130, Grup de cél.lules vasocentrals encara no dissociat del tot, iniciant la migracié per
mitja de filopodis. FP; filopodi. N: nucli. VC: cél.lula vasocentral. Barra: 1 um.

Fig. 131. Dues cél.lules vasocentrals quasi totalment dissociades, migrant cap a la ferida a
través de les capes musculars. FP: filopodi. M: fibra muscular. N: nucli. VC: ceél.lula
vasocentral. Barra: 10 pm,

Fig. 132. Ceél.lules vasocentrals en l'inici de la migracié, mostrant algunes unions
especialitzades en contacte amb un recobriment fibrés desorganitzat (fletxa). AD: unié
especialitzada. FP: filopodis. N: nucli. VC: cél.lula vasocentral. Barra: 1 um.
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i que no s’han separat les unes de les altres, ja no estan associades al teixit
vasofibrés i mostren alguns filopodis desplegats (figs. 128 i 130). Finalment
aquests grups es desmembren i les céllules vasocentrals migren per mitja dels
filopodis fins al marge de la ferida (figs. 1311 133).

Desde l'inici de la formaci6é del pseudoblastema fins aproximadament les
24 h, s'observa una afluéncia continuada de ceél.lules vasocentrals cap al
pseudoblastema, més important a les primeres hores (0 h-12 h) i que va minvant
progressivament (12 h -24 h). A partir de les 24 h s'observen encara algunes
cellules vasocentrals en les proximitats del pseudoblastema, encara que la
majoria no sembla que s'estiguin incorporant, mostrant moltes d'elles restes de
l'activitat fagocitica que han estat realitzant en els teixits afectats.

Fig. 133. Detall del marge de la ferida amb restes cel.lulars. Els filopodis de les cél.lules
vasocentrals migratories arriben al marge dels teixits afectats (fletxa). R: restes cel.lulars.
Barra: 1 um.

Fig. 184, Cél.lules vasocentrals migratdries en la proximitat de la ferida (fletxa). Observi's
la preséncia de llargs filopodis (fletxes). Coloracié hematoxilina/eosina. VC: cél.lula
vasocentral. Barra: 100 pum.

Fig. 185. Detall de la zona perinuclear d'una cél.lula vasocentral en l'inici de la migracié.
Noti's 1a preséncia d'un dictiosoma i nombroses vesicules golgianes. D: dictiosoma. N: nucli.
VC: cel.lula vasocentral. VF: cél.lula vasofibrosa. Barra: 1 pum.

Fig. 186. Cél.lula vasocentral migratoria. D: dictiosoma. N: nucli. Barra: 1 pm.
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Durant la fase migratoria, les cél.lules vasocentrals prenen forma afusada,
amb els filopodis orientats cap a la ferida. El cos cel.lular mesura uns 2,5-4,5 um X
17-40 pum i la llargaria cel.lular, inclosos els filopodis, pot arribar als 100 pm (fig.
134). El citoplasma no presenta diferéncies remarcables respecte l'estadi de repos.
Els dictiosomes i/o vesicules golgianes s'han pogut veure amb en algunes cél.lules
en l'estadi inicial de la separaci6 (fig. 135) i en la migracié (fig. 136), cosa que no
havia estat possible en l'estat de repods. El nucli és menys aplatat, duns 2,5 X 6
wm, i més heterocromatic (fig. 136). En ocasions es pot veure un nucleol. Els
filopodis mesuren de 0,2 a 0,8 um de diametre i no contenen organuls. Els feixos
de filaments citoplasmatics mesuren aproximadament igual que en la fase de
repos al teixit vasofibrés, uns 0,2 um (fig. 136). Les unions especialitzades amb la
matriu desapareixen durant la migracié, perd al comencament de la fase
migratdria encara s'en observen algunes, desconnectades del citosquelet, en
contacte amb un recobriment cel.lular desorganitzat (fig. 132).

II-Formacio del pseudoblastema

Entre la primera i la quarta hora les cél.lules vasocentrals es van situant al limit
de la ferida, externament al teixit malmés, 1 orientades paral.lel.lament a la
superficie (figs. 124 i 137-140). Les cel.lules més exteriors sovint presenten signes
de degeneracié i el nucli picnotic (fig. 141). El pseudoblastema és un teixit més
fragil que els teixits circundants i s'esqueixa facilment (fig. 142).

Fig. 137. A les 4 h, les cel.lules del pseudoblastema s'han acumulat als marges de la
ferida, externament als teixits danyats. Coloracié hematoxilina/eosina. CT: teixit connectiu.
M: fibra muscular. MC: cél.lula vasocentral migratoria. P: pseudoblastema. Barra: 100 pm.

Fig. 138. Pseudoblastema a les 8 h de la realitzacié de la ferida. Noti's la compactacié del
tap cel.lular. Coloracié hematoxilina/eosina. CT: teixit connetiu. M: fibra muscular. P:
pseudoblastema. Barra: 100 um,

Fig. 139 A les 24 h el pseudoblastema estd completament reepitelitzat. Coloracié
hematoxilina/eosina. CT: teixit connectiu. E: epiteli. M: fibres musculars. P:
pseudoblastema. Barra: 100 pm.

Fig. 140. 4 h després de la realitzacié de la ferida. Les cél.lules vasocentrals que estan
constituint el pseudoblastema s'extenen per sobre els teixits afectats per mitja de filopodis.
FP: filopodis. M: cél.lula muscular danyada. N: nucli. PC: cél.lula del pseudoblastema.
Barra: 10 pm.

Fig. 141, Pseudoblastema en els estadis inicials de la formacié. Observi's la preséncia de
cél.lules amb nucli picnodtic en la part més externa (fletxa). CT: teixit connectiu. PC: ceél.lules
del pseudoblastema. Barra: 5 um.

Fig. 142 Pseudoblastema en els estadis inicials de la seva formacié. En alguns punts el
pseudoblastema ha estat esqueixat (doble fletxa). En les parts que no estan esqueixades es
pot observar que els filopodis estan orientats paral.lelament a la superficie (punta de
fletxa). A l'interior de les cél.lules del pseudoblastema s'observen restes cel.lulars (fletxa).
CT: teixit connectiu. P: pseudoblastema. Barra: 10 um.
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De la quarta a la vuitena hora es pot observar ja un pseudoblastema ben
constituit. Les cél.lules estan for¢a compactades, formant una capa d'un gruix de 3
a 10 cel.lules (fig. 138). El cos cel.lular, tot i ser for¢a irregular, pren una forma
afusada i els filopodis estan fortament imbricats amb les ceél.lules veines. En
algunes seccions s’han pogut observar céllules del pseudoblastema en les que el
cos cel.lular, d'uns 22 um de llargaria, acaba amb un llarg filopodi a cada extrem,
arribant a mesurar tota la cél.lula fins a 125 um de llargaria. Aquests filopodis
tenen un diametre d'uns 0,8 pm. Ultrastructuralment les cél.lules vasocentrals del
pseudoblastema no mostren diferéncies evidents respecte la fase de repds de les
cel.lules vasocentrals. -

Durant la formacié i compactaci6 del pseudoblastema les ceél.lules
progressivament es van aplatant. Les dimensions varien d'una fase en la qual les
cel.lules encara no estan gaire compactades (8 h) amb 22,5 X 2,8 um de mitja, a
una fase de més compactacié (12-24 h) amb 34 X 2 pm de mitja.

En la part‘que limita amb I'exterior, el pseudoblastema és uniformement
continu i llis, amb filopodis col.locats paral.lel.lament a la superficie (fig. 142). Al
seu interior, s'observen restes cel.lulars, com granuls pigmentaris dels cromafors,
bé entre les cel.lules del pseudoblastema o bé fagocitats per aquestes (fig. 142). Al
seu limit intern s'observen restes de teixit que han estat malmesos en la ferida i
que 'queden parcialment englobats pel pseudoblastema (fig. 138).

Quan les cél.lules vasocentrals s'acumulen per formar el pseudoblastema,
apareixen unions entre elles. Les cél.lules, que presenten un alt grau de
compactacié, mantenen en moltes zones les membranes plasmatiques estretament
unides, amb una separacié d'uns 17-20 nm (fig. 143). Ja en aquests primers estadis
s'observen unions especialitzades, zones de 0,15-0,5 um de diametre 1 un espai
intercel.lular de 15-20 nm. A l'espai intercel.lular s'observen fibril.les que
l'atravessen perpendicularment i en les superficies citoplasmatiques material
electrodens cap el qual convergeixen feixos de filaments citoplasmatics (fig. 143).

Fig. 143 Unes 48 h després de la realitzacié de la ferida s'observen contactes molt estrets i
unions especialitzades (fletxa) entre les cel.lules del pseudoblastema. FP: filopodi. N: nucli.
PC: cél.lula del pseudoblastema. Barra: 1 um,

Fig. 144, Pseudoblastema a les 12 h de la realitzacié de la ferida. Les membranes de les
cél.lules del pseudoblastema estan en contacte molt estret i mostren abundancia d'unions
intercel.lulars especialitzades (fletxes). FP: filopodis. N: nucli. PC: cél.lula del
pseudoblastema. Barra: 10 ym.

Fig. 145. Pseudoblastema recient reepitelitzat a les 48 h de la realitzacié de la ferida.
Noti's que les cél.lules epitelials no tenen membrana basal i que les seves parts basals
estan en contacte molt estret amb les céllules del pseudoblastema (fletxes). C: cuticula. E:
cél.lula epitelial. N: nucli. PC: cél.lula del pseudoblastema. Barra: 10 um.

Fig. 146 14 dies després de la realitzacié de la ferida. Les cél.lules fagocitiques estan
presents tant a l'interior, com als marges del pseudoblastema. Els fagdcits mostren
abundancia de lisosomes, vesicules fagocitiques i cossos multivesiculats (fletxa). CT: teixit
connetiu. P: pseudoblastema. PH: fagoeit. Barra: 10 pm.
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En aquesta fase els feixos de filaments segueixen tenin un didmetre aproximat de
0,2-0,4 um. Aquestes unions es poden trobar en totes les zones de contacte, pero
s6n especialment abundants quan els filopodis hi estan implicats.
Proporcionalment i a mesura que es consolida el pseudoblastema, entre les 8 i les
24 h, s'incrementa el nombre d'unions especialitzades (fig. 144). Quan la
reepitelitzacié s'ha completat també es poden observar unions d'aquest tipus entre
les cel.lules epitelials i les del pseudoblastema (fig. 145).

Durant l'evolucié del pseudoblastema, algunes de les cel.lules del
pseudoblastema mostren evidéncies d'activitat fagocitica. Tenen gran abundancia
de lisosomes 1 vesicules fagocitiques en el seu citoplasma. Ocasionalment, poden
presentar abundants cossos multivesiculars de 0,7 a 1,8 um de diametre. Els cossos
multivesiculars sén grups de petites vesicules de 0,13 a 0,6 um de diametre amb
un contingut electrodens i heterogeni (fig. 146). Altres ceél.lules presenten
caracteristiques intermitjes entre aquests fagocits 1 les cel.lules del
pseudoblastema ordinaries. En les zones proximes al pseudoblastema també es
troben cél.lules fagocitiques, les quals ocasionalment engloben restes de teixit
malmés de grans dimensions (fig. 146).

Fig. 147. 3 dies després de la realitzacié de la ferida. Observi's que les cél.lules
del pseudoblastema de la regié centrobasal han iniciat el procés de retraccié cap a
I'interior del cos (fletxa), mentre que la resta de les cél.lules del pseudoblastema
estan encara disposades paral.lelament a la superficie (doble fletxa). B: teixit
botridial. E: epiteli. CT: teixit connetiu. M: fibres musculars. Barra: 100 um.

Fig. 148. 3 dies després de la realitzacié de la ferida. Les cel.lules del
pseudoblastema prenen una disposicié perpendicular a la superficie. Observi's la
preséncia de lisosomes secundaris (fletxa) en les cél.lules del pseudoblastema. CT:
teixit connectiu. PC: cél.lules del pseudoblastema. Barra: 5 um.
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III- Retracci6 del pseudoblastema

Entre el segén i tercer dia s'inicia la retraccié del pseudoblastema. Durant aquest
estadi, les cél.lules del pseudoblastema progressivament s'orienten i migren cap a
l'interior del cos, sense que es desfaci la coherencia del pseudoblastema.

Els primers simptomes de retraccié s'observen pel canvi d'orientacié que
manifesten les cél.lules situades en la porcié centro-basal, les quals prenen una
orientacié progresivament perpendicular a la superficie (figs. 147 i 148). A mesura
que progressa la retraccid, disminueix el gruix del pseudoblastema. Durant aquest
procés de retraccié no es descarta que continui l'aportacié de cel.lules vasocentrals
al pseudoblastema.

Als 6 dies tot el pseudoblastema es troba en forma de falca que s'interna
cap a les capes més profundes de la paret del corporal, mentre que els marges de
la ferida s’han aproximat. Sovint s'observen un o dos plecs en l'epidermis que ha
recobert la ferida (fig. 125). En aquest estadi, el pseudoblastema és encara forca
compacte, perd les cél.lules del marge d'avang de la punta de la falca segueixen
camins diferents, a modus de circells que s'internen en els teixits (fig. 149).

Els feixos de filaments citoplasmatics es veuen disposats preferentment de
forma paral.lel.la a l'eix major de les cel.lules (fig. 150). Durant aquesta fase els
feixos es fan més gruixuts, d'uns 0,3-0,9 pm, i més nombrosos (fig. 150).

En quasi totes les cél.lules del pseudoblastema s'observen restes d'activitat
fagocitica, junt amb lisosomes primaris s'observen forca lisosomes secundaris,
alguns en forma multivesicular, fagosomes i cossos en forma de peses (fig. 148).

En l'estadi de retraccié, les cel.lules del pseudoblastema mostren un reticle
endoplasmatic rugés més conspicu. Als 7 dies es veuen vesicules del reticle
endoplasmatic rugés molt dilatades de contingut més aviat electrolicid (figs. 150 1
151).

Gradualment les cél.lules sén revestides per un recobriment cel.lular
fibrés 1 es diposita una matriu extracel.lular entre elles (fig. 151).

Al comencar la retraccié i a mesura que progressa, les unions entre les
cel.lules del pseudoblastema es fan més conspicues i canvien d'aspecte. En una
mateixa zona es veuen acumulades varies unions. L'espai intercel.lular a nivell
d'aquesta zona es fa més ample, d'uns 70-150 nm, i s'hi observa material
electrodens filamentés. En la superficie citoplasmatica de la membrana es veuen
varies unions consistents en material electrodens cap al que convergeixen feixos
de filaments citoplasmatics (figs. 150 1 152). A les dues setmanes la majoria
d'unions prenen aquest aspecte. Aquestes unions sén especialment freqiients als
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llocs on tres o més cél.lules estan en contacte. A més, es formen unions entre les
cél.lules del pseudoblastema i la matriu extracel.lular, les quals tamhé estan
connectades amb els feixos de filaments (figs. 1511 153).

Durant aquest estadi es pot observar com les cél.lules del pseudoblastema
estableixen contactes amb les fibres musculars de la paret corporal (figs. 125 1
154), presentant unions en diferents punts de la superficie de contacte (figs. 155 1
156). Les membranes cel.lulars de les ceél.lules del pseudoblastema i les de les
fibres musculars estan adosades, deixant un espai intercel.lular molt estret de 15 a
20 nm (fig. 156). A més, en alguns punts de la zona de contacte, s'observen
algunes formes d'unié especials (figs. 155 i 156). Aquestes unions es caracteritzen
per un espai intercel.lular forca ample, de 100 a 300 nm, i per la preséncia de
diposits electrodensos en la superficie citoplasmatica de les membranes cap als
que convergeixen feixos de filaments citoplasmatics. No hi ha evidéncia de fibres o
material eletrodens en l'espai intercel.lular.

En el zona de contacte es pot observar com fibres musculars longitudinals i
ocasionalment alguna de dorsoventral es veuen desviades de la seva posicié
normal en direcci6é al pseudoblastema (fig. 125).

Fig. 149. 6 dies després de la realitzacié de la ferida. Les cél.lules capdavanteres de la
punta de la falca del pseudoblastema en retraccié, avancen a modus de circells a trabes del
teixit connectiu (fletxa). CT: teixit connectiu. P: pseudoblastema. PC: cél.lula del
pseudoblastema, Barra: 100 um.

Fig. 150. Durant l'estadi de retraccid, les cél.lules del pseudoblastema mostren feixos de
filaments conspicus i molt abundants, els quals convergeixen cap a les unions
especialitzades (fletxa). S'observen també vesicules del reticle endoplasmatic rugés
dilatades. ER: vesicula dilatada del reticle endoplasmatic. MF: feixos de filaments. N: nucli.
PC; cél.lula del pseudoblastema. Barra: 1 um.

Fig. 151. Céllules del pseudoblastema als 9 dies de la realitzacié de la ferida. S'observen
vesicules del reticle endoplasmatic rugés dilatades. Les cel.lules es veuen revestides per
una cell coat (fletxa) i es veu matriu extracel.lular entre elles. EM: matriu extracel.lular.
ER: vesicula dilatada del reticle endoplasmatic. N: nucli. PC: cél.lula del pseudoblastema.
Barra: 1 um.

Fig. 152. 10 um. Pseudoblastema durant l'estadi de retraccié. En el citoplasma de les
cél.lules del pseudoblastema, s'observen vesicules dilatades del reticle i feixos de filaments
for¢ca conspicus. Noti's la preséncia d'unions especialitzades entre les cel.lules del
pseudoblastema, amb preséncia de material electrodens en l'espai intercel.lular (fletxa).
ER: vesicula del reticle endoplasmatic. MF: feixos de filaments. CT: teixit connectiu. PC:
cél.lula del pseudoblastema. Barra: 10 pm.

Fig. 153. Unié especialitzada entre una cél.lula del pseudoblastema i la matriu
extracel.lular (fletxa). EM: matriu extracel.lular. N: nucli. PC: cél.lula del pseudoblastema.
Barra: 1 pm.
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Fig. 154, Contactes entre les ceél.lules del pseudoblastema i les fibres musculars durant
l'estadi de retraccié. Coloracié hematoxilina/eosina. M: fibra muscular. P: pseudoblastema.
PC: cellula del psendoblastema. Barra: 100 pm.

Fig. 155. Unions especialitzades i contactes entre les membranes plasmatiques de les
cél.lules del pseudoblastema i les cél.lules musculars (fletxes). CT: teixit connectin. M:
cel.lula muscular. N: nucli. PC: cél.lula del pseudoblastema. Barra: 10 um.

Fig. 156. (9741-A). Epiteli marginal als 7 dies de la realitzacié de la ferida. Les porcions
basals de les cél.lules epitelials (*) es desplacen cap a l'interior de la dermis, mentre que el
nucli encara resta en una posicié apical. CT: teixit connetiu. E: cellula epitelial. N: nucli.
Barra: 5 pm.
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IV- Disgregacio6 del pseudoblastema

Progressivament el pseudoblastema perd la seva compactacié i coheréncia i les
cel.lules abandonen la zona migrant a través del teixit connectiu (figs. 126 i 157).
En les primeres fases de la disgregaci6, cap a les dues setmanes, al voltant del
pseudoblastema s'hi troben cél.lules amebocitiques de citoplasma lleugerament
més basofil, amb més lisosomes secundaris i ocasionalment amb cossos
multivesiculars (fig. 157)

~ Als 28 dies, encara que en la zona cicatricial es veuen nombroses cél.lules
del pseudoblastema, aquestes estan forca separades entre si, amb pocs punts de
contacte (fig. 126) Encara s'observen contactes amb les cel.lules musculars (fig
126).

Als 48 dies ja no s'identifica el pseudoblastema, encara que la zona de la
cicatriu es veu diferenciada respecte la resta amb l'impregnacié argentica (fig.
158). Quan les ceél.lules deixen el pseudoblastema migren cap a altres zones del
teixit connectiu o, ocasionalment, es mantenen en la zona cicatricial. Les cél.lules
vasocentrals que romanen en la zona de la cicatriu formen les agrupacions
caracteristiques de l'estadi de repos, perd la preséncia de les ceél.lules vasofibroses
associades no és tan palesa com en l'estadi de repos (figs. 159 i 160).

Fig. 156. Detall de les unions especialitzades (fletxa) i dels contactes entre les cél.lules del
pseudoblastema 1 les cél.lules musculars (doble fletxa). EM: matriu extracel.lular. FP:
filopodi d'una cél.lula del pseudoblastema. M: cél.lula muscular. PC: cél.lula del
pseudoblastema. Barra: 1 yum.

Fig. 157. 14 dies després de la realitzacié de la ferida. Ceél.lules del pseudoblastema, amb
un citoplasma marcadament basofil, migren a través del teixit connectiu i el
pseudoblastema es desintegra. Coloracié hematoxilina/eosina. BC: cél.lules basofiles. CT:
teixit connetiu. E: epiteli. P: pseudoblastema. Barra: 100 pum.

Fig. 158. Uns 2 mesos després de la realitzacié de la ferida la matriu extracel.lular de la
cicatriu (fletxes) pot diferenciar-se del teixit normal amb la impregnacié argéntica. CT: teixit
.connectiu, E: epidermis. M: fibra muscular. Barra: 100 pm.

Fig, 159. Cel.lules vasocentrals agrupades en la zona de la cicatriu. N: nucli. VC: cél.lula
vasocentral. VF: cél.lula vasofibrosa. Barra: 5 pim.

Fig. 160. Agrupacions de céllules vasocentrals en la zona de la cicatriu, FI: fibrocit. VC:
agrupacions de cél.lules vasocentrals. Barra: 5 pm.
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Estudi dels filaments d'actina mitjancant marcatge amb fal.loidina.

Amb la MET s'han pogut observar els feixos de filaments citoplasmatics 1 la seva
relaci6 amb les unions. El marcatge amb fal.loidina fluorescinada permet
observar la disposici6 dels feixos d'actina durant el procés d'evolucié del
pseudoblastema.

Durant la fase migratoria, els filaments d'actina ja no estan tan
entortolligats com en la fase de repos, sino que s'orienten en la direccié de la
migraci6 (figs. 161 1 162).

Quan les cel.lules vasocentrals es depositen a sobre la ferida per formar el
pseudoblastema, els filaments d'actina presenten una lleugera orientacié
parallela a la superficie (fig. 163). A mesura que les cél.lules del pseudoblastema
es van aplatan i compactan, s'observa com els filaments d'actina es disposen més
paral.lels a la superficie (fig. 164). En aquesta fase es poden veure feixos
aparentment molt llargs (130 um), mes llargs del que correspondria a una cél.lula
del pseudoblastema en les seccions observades (uns 34 um) (figs. 164 1 165).

FIGS. 161-168. Marcatge de l'actina amb fal.loidina fluoresceinada.

Fig. 161. Cél.lules vasocentrals en el teixit connectiu a les poques hores de la realitzacié de
la ferida. En un grup de cél.lules vasocentrals els filaments d'actina poden observar-se en la
disposicié entortolligada tipica de la fase de repds en el teixit vasofibrés (fletxa). En l'altre
els filaments mostren una certa orientacid indicativa del inici de la fase migratdria (doble
fletxa). VC: cel.lula vasocentral. M: fibra muscular. Barra: 100 um,

Fig. 162. Ceél.lules vasocentrals durant l'estadi de migracié. Observi's la disposicié
orientada dels filaments d'actina (fletxes). M: fibra muscular. VC: cél.lula vasocentral
migratoria. Barra: 10 um.

Fig. 163. Pseudoblastema a les 48 h de la realitzacié de la ferida. Els filaments d'actina
presenten una lleugera orientacié paral.lela a la superficie (fletxa). M: fibres musculars. P:
pseudoblastema. Barra: 100 pm.

Fig. 164. Pseudoblastema als 4 dies de la realitzacié de la ferida. Els filaments d'actina es
disposen més paral.lelament a la superficie (fletxa). Es pot veure que les c&l.lules centro-
basals ja han iniciat la retraccié (punta de fletxa). P: pseudoblastema. Barra: 100 pum.

Fig. 165. Pseudoblastema als 3 dies de la realitzacié de la ferida. Els feixos d'actina estan
disposats paral.lelament a la superficie. En ocasions es veuen feixos molt llargs (ﬂetxa) E:
epidermis. M: fibra muscular. P: pseudoblastema. Barra: 100 ym.

Fig. 166. Pseudoblastema en retraccié als 11 dies de la realitzacié de la ferida. M: fibra
muscular. P: pseudoblastema. Barra: 100 um.

Fig. 167. 11 dies de la realitzacié de la ferida. Els filaments d'actina de les cél.lules del
pseudoblastema envolten les fibres musculars (fletxa). M: fibra muscular. P:
pseudoblastema. Barra: 100 pm.

Fig. 168. Pseudoblastema als 16 dies de la realitzacié de la ferida. En les dltimes fases de
1a retraccid, els filaments d'actina formen una xarxa densa en la qual les fibres musculars
s'hi veuen immerses. E: epidermis. M: fibra muscular. P: psendoblastema. Barra: 100 um.
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Durant la fase de retracci6 del pseudoblastema, els filaments s'orienten cap
a linterior de l'animal. Aquest canvi d'orientacié es fa palés primer en les cél.lules
de la posicié centrobasal, que sén les primeres en iniciar la retraccié (fig. 164), i,
posteriorment, en totes les cel.lules de la falca que s'interna en els teixits (fig.
166).

Les imatges obtingudes en aquest estadi posen de manifest la preséncia dels
contactes de les cél.lules del pseudoblastema amb les fibres musculars de la paret
corporal (fig. 167).

En les tultimes fases de la retraccié, una vegada ja s'ha donat la contraccié
de la ferida, els filaments d'actina es veuen poc orientats, formant una xarxa
emmaranyada, i les fibres musculars es veuen immerses en aquesta xarxa (fig.
168).
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Reepitelitzacio

Procés de reepitelitzacio

Un cop la ferida ha estat recoberta pel pseudoblastema, comenca el procés de
reepitelitzaci6. La formacié d'un nou epiteli en la zona cicatricial es fa a partir de
l'epiteli sa dels marges de la ferida. Els elements glandulars no participen en el
procés de reepitelitzaci6.

La re-epitelitzacié s'inicia cap a les 4 h de la realitzacié de la ferida. Les
cel.lules epitelials dels marges de la ferida perden el seu aspecte columnar (fig.
18), per adoptar una forma aplatada (uns 5 um. d'al¢aria per 25 um. de longitud en
la direcci6 d'avang) i migren per sobre el pseudoblastema fins a recobrir tota la
ferida (figs. 169 1 170). Aquest procés s'inicia en les cél.lules més proximes al
marge de la ferida i posteriorment es propaga a les cél.lules submarginals.
L'epitelitzacié es completa al voltant de les 24 h. Una cop han recobert la ferida,
les cel.lules epitelials recobren paulatinament la seva forma columnar, assolint
als 6 dies les dimensions originals (fig. 125). Aquesta pauta temporal és només
aplicable a ferides que afectin fins a les capes musculars longitudinals. En ferides
de menor importancia, que afecten només epidermis i dermis, s'observa ja un
epiteli d'estructura normal a les 48 h.

Durant el procés de reepitelitzacié no s'ha observat un increment en el
marcatge de l'actina mitjancant fal.loidina fluoresceinada. Les cél.lules epitelials
es veuen molt débilment marcades, com en I'epiteli normal, sense que es pugui
observar la distribucié dels filaments.

I- Migracié de les cel.lules epitelials

Durant la reepitelitzacid, l'epiteli avanca en forma d'una capa unificada, desde els
marges de la ferida, per sobre del teixit connectiu exposat 1 per la superficie del
nou format pseudoblastema (fig. 170). Les cél.lules epitelials mantenen la seva
cohesié al llarg de tot el procés migratori, conservant la zonula adherens i I'unié
septada, encara que en ocasions es pot apreciar una reduccié del nombre
d'interdigitacions respecte l'estat normal (fig. 241 171).

Fig. 169. 24 h de la realitzacié de la ferida. El pseudoblastema ja ha estat recobert per
l'epiteli. La transicié entre l'epiteli columnar i I'aplatat es pot observar al marge de la ferida
(fletxa). Coloracié hematoxilina/eosina. CE: epiteli columnar. FE: epiteli aplatat. P:
pseudoblastema. Barra: 100 pm.

Fig. 170, Imatge en MES d'una ferida de 12 h que mostra la capa epitelial migrant sobre
la superficie del pseudoblastema. E: epiteli. P: pseudoblastema. Barra: 100 pm.
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Fig. 171, Detall del
complexe d'unié de les
cel.lules epitelials durant la,
migracié. Les interdigita-
cions (fletxa) practicament
han desaparegut i no es
veuen hemidesmosomes en
contacte amb la dermis. C:
cuticula, CT: teixit connec-
tiu. E: cel.lula epitelial. Sd:
unié septada. ZA: zonula
adherens. Barra: 1 um.
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Durant el procés migratori les cel.lules registren importants canvis
morfologics que afecten al citoesquelet, al nucli i a la zonacié citoplasmatica.

La pérdua de la forma columnar s'inicia amb la translocacié del nucli de la
part basal de la cél.lula a l'apical. Durant la translocacié, el nucli adquireix una
forma lobulada i apareixen petites masses d'heterocromatina (figs. 172-174). Un
cop la cél.lula epitelial ha adoptat la forma plana de l'estat migratori, el nucli
recupera l'aspecte ovalat.

Al mateix temps que s'inicien els canvis nuclears, es perd la distribucié
zonal dels organuls, caracteritzada pels dictiosomes perinuclears i major
abundancia de vesicules a la part apical, i s'adquireix una distribucié més
uniforme. Els tonofilaments es desconnecten dels hemidesmosomes i s'agrupen al
voltant del nucli reagrupant-se en grans feixos, i es perd la connexié entre els
hemidesmosomes cuticulars i els hemidesmosomes dérmics (figs. 172-175). Els
hemidesmosomes dérmics desapareixen i no s'estructuren de nou fins completada
'epitelitzacié.

Fig. 172, Cel.lula epitelial localitzada prop del marge d'una ferida de 4 h. El nucli encara
no ha iniciat la translocacid, perd el citosquelet esta desorganitzat i els tonofilaments es
reagrupen en una posicié perinuclear (fletxa). E: cél.lula epitelial. N: nucli. Barra: 5 pm.

Fig. 173. 8 h després de la realitzacié de la ferida. Els feixos de tonofilaments (fletxa) es
troben agrupats al costat del nucli. E: cél.lula epitelial. N: nucli. Barra: 5 pm.

Fig. 174, 8 h després de la realitzacié de la ferida. En aquesta ceél.lula epitelial proxima al
marge de la ferida, es pot veure la caracteristica lobulacié del nucli durant la seva
translocacié a la part apical. E: cél.lula epitelial. N: nucli. Barra: 1 um.

Fig. 175 Cel.lules epitelials migrant per sobre el teixit connectiu a les 8 h de la realitzacié
de la ferida. Els feixos de tonofilaments es troben reagrupats al voltant del nucli 1 els
hemidesmosomes dérmics estan desorganitzats (fletxa). CT: teixit connetiu. N: nucli. T: feix
de tonofilaments. Barra: 1 pm.

" Fig. 176. Cél.lula epitelial migratdoria molt propera al marge d'avang. En la part basal de
la cél.lula s'observen petits filopodis (fletxes). E: cél.lula epitelial. N: nucli. PC: cél.lula del
pseudoblastema. Barra: 1 um.

Fig. 177. Cél.lules epitelials aplatades a sobre del pseudoblastema a les 12 h de la
realitzaci6 de la ferida. S'observen unions laterals entre les cél.lules epitelials (fletxa) i
unions especialitzades entre les cél.lules epitelials i les c&l.lules del pseudoblastema (punta
de fletxa). E: cél.lula epitelial. PC: cel.lula del pseudoblastema. Barra: 5 um.

Fig. 178. 6 dies després de la realitzacié de la ferida. Les c2l.lules epitelials estan en
contacte molt estret amb les cél.lules del pseudoblastema (punta de fletxa). En els marges
de la ferida l'epiteli ha recobrat les unions dérmiques i la membrana basal (fletxa). CT:
teixit connetiu. E: cél.lula epitelial. P: pseudoblastema. Barra: 5 um.

Fig. 179, Epiteli marginal als 7 dies de la realitzacié de la ferida. Les porcions basals de
les cél.]ules epitelials (*) es desplacen cap a linterior de la dermis, mentre que el nucli
encara resta en una posicié apical. CT: teixit connectiu. E: cél.lula epitelial. N: nucli. Barra:
5 um.

Fig. 180. Cel.lules epitelials del marge d'una ferida de 9 dies. Es pot observar la
translecacié del nucli cap a la regié basal. CT: teixit connetiu. E: cél.lula epitelial. M: fibra
muscular. N: nucli, Barra: 5 um,

Fig. 181. Epiteli als 6 dies de la realitzacié de la ferida. En les zones submarginals ja s'ha
restablert la morfologia columnar (punta de fletxa), mentre que en la zona més proxima
encara esta aplatat (fletxa). Coloracié blau de toluidina. P: pseudoblastema. Barra: 100
pm,
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Mentre avancen, les ceél.lules epitelials emeten petits filopodis en el seu
citoplasma basal (fig. 176).

II- Consolidacié de l'epiteli

Un cop el pseudoblastema ha estat recobert, s'observen unions especialitzades
entre la membrana basal de les cél.lules epitelials i les cel.lules del
pseudoblastema (fig. 145 i 177). Aquestes unions tenen el mateix aspecte que el de
les unions entre les cél.lules del pseudoblastema durant la fase de compactacié. A
més, les membranes de les ceél.lules epitelials estan en contacte estret amb les
cél.lules del pseudoblastema, deixant un espai intercel.lular d'uns 20 nm (fig.
177).

Entre el tercer i el nové dia té lloc el desplagament de la porcié basal de les
cél.lules epitelials cap a l'interior de la dermis, per adoptar novament la forma
columnar (fig 179). Finalment el nucli migra cap a la posicié basal original (fig.
180). Durant aquesta segona translocacié el nucli torna a adoptar una forma
lobulada, tornant a la seva morfologia normal un cop recuperada la posicié basal.
Durant aquest periode reapareixen els hemidesmosomes dérmics, i els feixos de
tonofilaments recuperen paulatinament la seva distribucié original, per unir els

Fig. 182, Ferida als 4 dies. Seccié de control per la de la figura segiient. Es pot observar un
pseudoblastema ben consolidat que ja ha estat reepitelitzat. Coloracié hematoxilina/eosina.
E: epiteli. M: fibra muscular. P: pseudoblastema. Barra: 100 um,

Fig. 183. Ferida als 4 dies. Marcatge amb la lectina PNA fluoresceinada. El
pseudoblastema es veu molt débilment marcat. No s'observa marcatge de la membrana
basal en l'epiteli que es troba recobrint el pseudoblastema. E: epiteli. P: pseudoblastema.
Barra: 100 pm.

Fig. 184. Ferida de 3 dies. Amb la impregnacié argéntica tampoc es detecta 1a preséncia de
membrana basal. E: epiteli. P: pseudoblastema. Barra: 100 pm.

Fig. 185. Ferida als 7 dies. Les cél.lules epitelials recobren la forma columnar, pero la
membrana basal encara no és visible amb la impregnacié argéntica. E: epiteli. P:
pseudoblastema. Barra: 100 pum.

Fig. 186. Ferida als 14 dies. S'observen fibres argentodfiles (fletxa) reseguint parcialment la
part basal de les cél.lules epitelials de sobre el pseudoblastema. E: epiteli. P:
pseudoblastema. Barra: 100 pum.

Fig. 187. Ferida als 14 dies. Amb la lectina PNA fluoresceinada s'observa marcatge a
nivell de la membrana basal de 'epiteli que recobreix el pseudoblastema (fletxa), encara
que més debil que a la resta de l'epiteli. E: epiteli normal. P: pseudoblastema. Barra:100
um,

Fig. 188. Als 8 mesos de la realitzacié de la ferida encara s'observen diferéncies en el
marcatge amb la lectina PNA en la membrana basal de 'epiteli normal i la de 'epiteli
cicatricial (fletxa). CE: epiteli cicatricial. E: epiteli normal. Barra: 10 um.

Fig. 189. Amb la impregnacié argéntica no es detecten diferéncies entre la membrana basal
de Y'epiteli normal i la del cicatricial en cicatrius de 2 mesos. CE: epiteli cicatricial. E: epiteli
normal. Barra: 100 um.
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hemidesmosomes cuticulars amb els hemidesmosomes dérmics. El restabliment de
la morfologia columnar i de les unions s'inicia en les zones marginals (figs. 178 i
181) i posteriorment es propaga a la zona cicatricial (fig. 180).

Regeneracio de l1a membrana basal

La membrana basal es desestructura en l'inici del procés migratori, per tornar-se a
reconstituir un cop recobert el pseudoblastema per 1l'epiteli.

L'estudi de la regeneraci6é de la membrana basal s'ha realitzat amb
microscOpia electrdonica de transmisié i en microscopia Optica amb técniques
especifiques per a la membrana basal com el marcatge amb lectines i la
impregnaci6 argéntica.

Les observacions fetes amb les diferents técniques mostren resultats
concordants:

Durant la pérdua de la forma columnar la membrana basal encara es
manté (fig. 173). Una vegada assolida la forma aplatada es veu una membrana
basal forca desestructurada i els hemidesmosomes ja no estan connectats per la
xarxa de tonofilaments (fig. 175).

Durant la migraci6, la membrana basal s'acaba de desestructurar i les
cél.lules del marge d'avang n'estan totalment desprovistes, migrant directament
per sobre del teixit connectiu o de les cél.lules del pseudoblastema (fig. 176).

Un cop el pseudoblastema ha estat recobert per l'epiteli, encara tarda uns
dies a poder-se observar l'inici de la formacié de la membrana basal. Les cél.lules
epitelials estan intimament unides a les del pseudoblastema amb un espai
intercel.lular d'uns 20 nm, sense que s'observi cap material amorf o fibril.lar en la
cara externa de la membrana plasmatica (fig. 177).

Als 4 dies, amb un epiteli aplatat sobre del tap, encara no s'observa
marcatge amb PNA (figs. 182 i 183) ni impregnacié de la membrana basal amb
plata (fig. 184).

Als 7 dies, amb l'epiteli que ja comenca a recobrar la forma columnar,
encara no s'observa membrana basal en la zona que contacta amb el
pseudoblastema (fig. 185). En canvi, en la zona del marges de la ferida, a partir de
la qual ha migrat 1'epiteli, es troben cél.lules epitelials que encara no han
recobrat la forma columnar perd que ja presenten una nova membrana basal (fig.
178). Els hemidesmosomes nouformats estan amb contacte amb aquesta
membrana basal (fig. 178). Encara no s'observa membrana basal en la part més
proxima al pseudoblastema, quedant alguna porcié d'epiteli en contacte amb el
teixit connectiu.

A les 2 setmanes ja es poden observar fibres argentofiles reseguint
parcialment la part basal de les cel.lules epitelials situades a sobre el
pseudoblastema (fig. 186). També s'observa un lleuger marcatge amb PNA (fig.
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187). La formacié de la membrana basal segueix a l'inici de la formacis o la
matriu connectiva entre les cel.lules del pseudoblastema.

Al cap d'un mes, la membrana basal de la zona de la cicatriu encarg es
marca amb PNA més débilment que a la resta de l'epiteli (fig. 202), fet que es
manté fins als 8 mesos (fig. 188). Amb la impregnacié argéntica, en canvi, no
s'aprecien diferéncies (fig. 189).
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Regeneracié de les glandules epitelials mucoses

En les séries de ferides per incisié processades per MO no s'ha pogut observar
regeneracié d'elements glandulars. Entre les céllules columnars de l'epiteli
cicatricial d'aquest tipus de ferides no s'ha observat, en cap ocasié, cap cel.lula
glandular. Sha de tindre en compte que es tracta de ferides de petita amplaria que
han estat observades en seccions transversals, en les que només es veuen de 15 a
35 cél.lules epitelials a sobre la cicatriu. Tampoc s'han pogut observar cél.lules
epitelials en procés de diferenciacié cap a glandular durant el procés de
regeneraci6 de la ferida.

En canvi, en les preparacions fetes per a ME s'ha pogut observar la
preséncia de glandules immadures en les immediacions de la ferida.

Les cél.lules en diferenciacié presenten un aspecte semblant al de les
cel.lules epitelials columnars, amb un augment dels caracters tipics d'una ceél.lula
en sintesi activa. No s’han pogut observar les parts apicals d'aquestes cél.lules.
Depenent de les caracteristiques dels organuls, es poden diferenciar en dos tipus:
tipus I1i tpus IL

Les glandules immadures tipus I es troben situades a nivells no molt
profunds de la dermis. Els cos cel.lular és allargat i mesura uns 6 X 24 pm.

El nucli esta situat en posicié basal, és oval amb uns 6,5 X 4,5 um,
lleugerament lobulat i amb la cromatina granular. El nucleol és for¢ca conspicu
(fig. 190).

El tret que caracteritza agquestes cel.lules és l'abundancia de cisternes
dilatades del reticle endoplasmatic rugés amb contingut electrolacid. (figs. 190 i
191). S'observen alguns mitocondris i alguns lisosomes. Shan pogut observar un
grup de vesicules golgianes supranuclears de contingut no molt electrodens (fig.
191). També s'han observat, en una de les cél.lules, microtibuls poc organitzats
situats en la part superior del cos cel.lular, a la base del conducte (fig. 192).

La membrana plasmatica presenta evaginacions paral.leles a la superficie
cel.lular, al igual que les glandules madures. S'observa una lamina basal forca
conspicua, d'uns 120 nm de gruix, i una lamina reticularis de gruix variable (figs.
1911 192).

Les glandules immadures tipus II shan observat tant a nivells superficials
en la dermis com a nivells profunds, per sota de les capes musculars diagonals.
Els cossos cel.lulars mesuren uns 5-6 X 16-24 pm.

S'observa un nucli basal de forma ovalada, duns 5 X 3 pm, amb la
cromatina granular i el nucleol és també forca conspicu (fig. 193).
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Es caracteristic d'aquestes cel.lules la preséncia d'un reticle endoplasmatic
rugbés abundant amb cisternes allargades de contingut més electrodens que el
citosol (fig. 194). També s'hi troben mitocondris i lisosomes.

Un altre tret que permet diferenciar aquestes glandules immadures és 1a
preséncia de dictiosomes caracteristics de glandules tubulars de hirudinis, com els
observats a Dina lineata (figs. 194-196). Els dictiosomes de les glandules
immadures sén for¢ca conspicus, amb uns 2-4 saculs estrets, d'uns 25 nm
d'amplaria i d'una llargaria de 1,5 a 2,6 um (de 4 a 8 saculs d'aproximadament les
mateixes dimensions en el cas de glandules madures a Dina lineata). En la cara cis
s'observen petites vesicules electrolucides properes a cisternes del reticle
endoplasmatic rugés. A mesura que s'acosten a la cara trans, el contingut dels
saculs es fa més electrodens. En la cara trans d'un dels dictiosomes s'observen tres
vesicules de 0,3 a 0,5 um de diametre, molt electrodenses, a partir de les quals
s'originen vesicules golgianes més electrolicides, tret que també és caracteristic
dels dictiosomes de les glandules tubulars madures de Dina lineata.

La membrana plasmatica presenta evaginacions paral.leles a la superficie
cel.lular (fig. 194). A nivell del cos cel.lular s'observa una lamina basal de 60 a 160
nm de gruix i una lamina reticularis ben constituida de 200 a 450 nm.

Fig. 190. Cél.lula glandular immadura tipus I a nivell de la dermis, en la proximitat d'una
ferida de 7 dies. El reticle endoplasmatic rugés és molt abundant i presenta un contingut
for¢a electroliicid. BM: membrana basal. ER: reticle endoplasmatic. N: nucli. Barra: 1 pm.

Fig. 191. Detall de la zona supranuclear d'una cél.lula glandular immadura tipus 1.
Observi's I'abundancia de reticle endoplasmatic i la preséncia de vesicules golgianes (fletxa).
BM: membrana basal. ER: reticle endoplasmatic. N: nucli. Barra: 1 um.

Fig. 192. Detall del procés citoplasmatic d'una glandula immadura tipus I que uneix el cos
cel.lular amb la superficie del tegument. El procés ha estat seccionat obliquament i es pot
observar un feix de microtibuls (fletxa). BM: membrana basal. Barra: 1 um.

Fig. 193. Glandules immadures tipus II en les proximitats d'una ferida de 14 dies. Els
cossos cel.lulars d'aquestes glandules s'han localitzat a nivells for¢a profunds, entre la
musculatura circular. Observi's I'abundancia de reticle endoplasmatic rugés amb contingut
electrodens. BM: membrana basal. ER: reticle endoplasmatic. N: nucli. Barra: 5 um.

Fig. 194. Detall d'una glandula immadura tipus II en la qual s'observa un dictiosoma. Els
saculs del dictiosoma sén forga estrets i el seu contingut es fa progressivament més
electrodens a mesura que s'acosta a la cara trans. Noti's la preséncia en aquesta zona de
vesicules electrodenses grans (fletxa) a partir de les quals s'originen vesicules golgianes. En
la membrana plasmatica es poden veure evaginacions paral.leles a la superficie (doble
fletxa). D: dictiosoma. ER: reticle endoplasmatic. Barra: 1 pm.

Fig. 195. Glandula tubular jove del tegument de I'hirudini Dina lineata. Es pot apreciar un
dictiosoma for¢a conspicu. D: dictiosoma. ER: reticle endoplasmatic. N: nucli. Barra: 5 um.

Fig. 196. Detall d'una glandula tubular jove de Dina lineata. Es pot observar un
dictiosoma caracteritzat per saculs for¢a estrets, de contingut progressivament més
electrodens a mesura que s'acosta a la cara trans. Noti's la preséncia en la cara trans d'un
sacul electrodens forga gran a partir del qual s'originen vesicules tipicament golgianes
(fletxa). D: dictiosoma. Barra: 1 um.
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Regeneracié del teixit cicatricial

Un cop ha finalitzat 1'epitelitzaci6 i el pseudoblastema s'ha disgregat, en la zona de
la ferida resta un teixit que es diferencia lleugerament de la resta, és el teixit
cicatricial. Per al seu estudi s'han observat cicatrius de 48 dies a 8 mesos.

Regeneracio de la matriu connectiva

Durant les ultimes fases d'evolucié del pseudoblastema, s'observa l'aparicié d'una
matriu extracel.lular. Aquesta matriu es limita primer a un recobriment fibrés de
les cel.lules del pseudoblastema (fig. 151) i posteriorment s'observa un increment
de la matriu connectiva entre les cél.lules, fet que es fa palés inicialment en els
marges del pseudoblastema (figs. 197-199).

Amb la impregnacié argéntica es detecta la preséncia de fibres forca
conspicues entre les ceél.lules del pseudoblastema cap a les dues setmanes (fig.
200), les quals probablement es corresponen amb el recobriment fibrés de les
cel.lules del pseudoblastema observat en ME a partir dels 9 dies (fig. 151).

Amb la lectina PNA s'observa un lleuger marcatge d'un material fibrés en
el pseudoblastema a partir dels 4 dies (fig. 183) que s'incrementa progressivament
durant la fase de retraccié (figs. 201 1 202).

Mentrestant, als marges del pseudoblastema, s'observa matriu connectiva
entre les cél.lules del pseudoblastema (fig. 197). Cap als 14 dies, la preséncia
d'una matriu fibrosa cicatricial és evident, i ocasionalment, en zones més
marginals, s'observen perllongacions citoplasmatiques tipiques dels fibrocits (fig.
198). En alguna ocasié s'han observat cossos cel.lulars de fibrocits en la zona
marginal del pseudoblastema (figs. 199 i 204). Després de la dispersié del
pseudoblastema resta en la zona de la cicatriu una matriu connectiva fibrosa (fig.
203).

Teixit cicatricial

El teixit connectiu de la zona de la cicatriu té la matriu diferenciada de la resta. La
impregnacié argéntica posa aquest fet de manifest en cicatrius de 2 mesos (fig.
205). Les fibres connectives tenen estructura de cértex i medul.la i sén del tipus
prim, d'uns 1,6 pm de diametre (fig. 206).

En ferides de 8 mesos, s'observa un marcatge amb la lectina PNA molt
diferent en la zona de la cicatriu respecta la resta del connectiu. En el teixit
normal s'observen fibres marcades fluorescentment sobre un fons fosc, en canvi,
en la zona cicatricial la matriu apareix marcada de forma difusa i les fibres no es
veuen tant definides (fig. 206).
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A nivell ultrastructural s'observa en ferides de 7 mesos una matriu menys
organitzada. Les fibril.les es troben o bé disperses i desestructurades (figs. 208 i
209), o bé organitzades al voltant de les perllongacions citoplasmatiques dels
fibrocits formant fibres (fig. 210). Aquestes fibres s6n més primes que les del teixit
connectiu dérmic o intermuscular normal de la periferia de la cicatriu.

Fig. 197. Pseudoblastema als 9 dies de la realitzacié de la ferida. Es pot observar un
increment de la matriu extracel.lular entre les cél.lules (fletxa), fet que es fa especialment
evident als marges del pseudoblastema (doble fletxa). CT: teixit connectiu., P:
pseudoblastema. Barra: 1 pm.

Fig. 198. Pseudoblastema als 14 dies de la realitzacié de la ferida. Entre les cél.lules del
pseudoblastema, a més de la matriu extracel.lular, s'observen seccions de les perllongacions
cel.lulars dels fibrocits. EM: matriu extracel.lular. FI: perllongacié citoplasmatica d'un
fibrocit. PC: cél.lula del pseudoblastema. Barra; 1 pm.

Fig. 199. Pseudoblastema als 14 dies de la realitzacié de la ferida. Es pot observar els cos
cel.lular d'un fibrocit entre les cél.lules del pseudoblastema en una zona proxima al marge.
CT: teixit connectiu. FI: fibrocit. PC: cél.lula del pseudoblastema. Barra: 1 pm.

Fig. 200. Ferida als 14 dies. S'observen fibres argirdfiles a l'interior del pseudoblastema.
(fletxa). Impregnacié argéntica. CT: teixit connectiu. E: epiteli. M: fibres musculars. P:
pseudoblastema. Barra: 100 pm.

Fig. 201, Als 21 dies es pot observar marcatge de material fibrés amb la lectina PNA
fluoresceinada a nivell del pseudoblastema. P: pseudoblastema. Barra: 100 pm.

Fig. 202. Als 30 dies s'observa en el pseudoblastema un increment del marcatge amb la
lectina PNA fluoresceinada. P: pseudoblastema. Barra: 100 pum,

Fig. 203. Als 21 dies, durant el periode de dispersié del pseudoblastema, s'observa en la
zona de la cicatriu una matriu connectiva fibrosa. CM: matriu connectiva. VC: cél.lules
vasocentrals. 10 pm.

Fig. 204. Als 14 dies, en les proximitats del pseudoblastema, es poden observar fibrocits,
les projeccions dels quals (fletxa) penetren en el pseudoblastema. CT: teixit connectiu. FI:
fibrocit. P: pseudoblastema. Barra: 50 pum.

Fig. 205. Cicatriu de 2 mesos. Amb la impregnacié argéntica es pot veure que la matriu
connectiva de la zona cicatricial és diferent de la del teixit normal. CT: teixit cicatricial. NT:
teixit normal. Barra: 100 um.

Fig. 206. Detall de la figura precedent. En la zona cicatricial s'observen fibres connectives
del tipus prim, amb estructura de cortex i medul.la (fletxa). Impregnacié argéntica. M: fibra
muscular. Barra: 10 yum,

Fig. 207, Cicatriu de 8 mesos amb una matriu fibrosa que es diferéncia de la matriu del
teixit normal amb el marcatge amb la lectina PNA fluoresceinada (fletxes). M: fibres
musculars. Barra: 100 pm.

Fig. 208. Detall de la matriu connectiva d'una cicatriu de 7 mesos. En moltes zones de la
matriu cicatricial s'observen fibril.les desorganitzades, sense formar fibres. Barra: 0,5 pm.

Fig. 208. Detall de la matriu connectiva del teixit normal. Les fibril.les es troben
organitzades formant fibres. F: fibres connectives. Barra: 0,5 um.

Fig. 210. Cicatriu de 7 mesos. S'observen fibril.les (fletxa) organitzades al voltant de
perllongacions citoplasmatiques dels fibrocits. FI: perllongacions citoplasmatiques dels
fibrocits. Barra: 0,5 pm.

182










ferides per i

En el teixit connectin de cicatrius de 2 mesos ja s'observen cel.lules
pigmentades al MO, sense que es pugui distingir si es tracta de cromatofors o
cel.lules vasofibroses. No s'observen projeccions citoplasmatiques dels
cromatodfors internant-se entre les céllules epitelials, a diferéncia dels teixits
normals contiguos (fig. 211).

9. 4" < £
Fig. 211. Cicatriu de 2 mesos. Entre les cél.lules epitelials de la cicatriu no s'observen
projeccions citoplasmatiques dels cromatofors, a diferencia de l'epiteli normal.
Coloracié hematoxilina/eosina. E: epiteli cicatricial. CP: projeccions citoplasmatiques
dels cromatofors. NE: epiteli normal. Barra: 100 pm.

Fig. 212, Cicatriu de 7 mesos. Contactes entre la part basal d'una cél.lula epitelial i
una cél.lula vasocentral que resta en la zona de la cicatriu. E: cél.lula epitelial VC:
cél.lula vasocentral. Barra: 1 um.

Fig. 213, Nervi i petites fibres musculars en la zona cicatricial als 7 mesos de
realitzada la ferida. FI: projeccié citoplasmaética d'un fibrocit. M: petites fibres
musculars. N: nervi. VC: cél.lula vasocentral. VF: cél.lula vasofibrosa. Barra: 1 ym.

Fig. 214, Capil.lar en una cicatriu de 7 mesos. H: capil.lar hemocel.lomic. E: cél.lula
endotelial. Barra: 1 pm.

187




curacié_de ferides

En la zona de la cicatriu es poden trobar agrupacions de cél.lules
vasocentrals en contacte amb cél.lules vasofibroses (fig. 160) i sovint amb les partgs
basals de les cel.lules epitelials (fig. 212). En aquestes cél.lules vasocentrals es
poden observar cossos en forma de peses i lisosomes multivesiculars. També
s'observen algunes cél.lules vasocentrals tipus fagdcit amb abundancia de
lisosomes secundaris, lisosomes multivesiculars i alguna figura mielinica.

La preséncia de fibrocits s’ha pogut observar en cicatrius de 7 mesos. També
s'han observat capil.lars, nervis i petites fibres musculars dels anuls en la zona
cicatricial (figs. 213 i 214). No s'ha pogut observar, pero, regeneracié de les fibres
musculars de la paret corporal seccionades.
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FERIDES PER CAUTERITZACIO DEL TEGUMENT

L'aplicacié d'un filament de plati incandescent sobre la superficie ventral de la
sangonera provoca la formacié d'una area cremada que es distingeix per una
coloracié més clara. Aquesta area té uns 10 mm de llargaria i 2-2,5 mm d'amplaria.
L'animal presenta una forta contractura i queda immobilitzat durant un periode de
24 h aproximadament, passades les quals recupera el comportament normal.

La superficie lesionada es recupera a un ritme lent. Al cap d'una setmana,
l'epidermis estd regenerada perd la lesi6 es manté clarament delimitada per la
tonalitat més clara. Progressivament la cicatriu es va reduint, si bé, al cap de tres
mesos, encara s'identifica per una lleugera diferéncia de color.

Danys als teixits

L'observaci6 d'animals en cremades de 1 h, mostra una superficie cremada
deprimida, on els petits soles longitudinals de la paret del cos han desaparegut,
perd no els anells (fig. 215). S'observa la persisténcia de la cuticula sobre la
superficie cremada, encara que en alguns punts es presenta separada de les
cél.lules epitelials 1 en altres estd erosionada. L'epiteli columnar presenta un
aspecte anormal: les ceél.lules epitelials es mostren inflades i necrosades amb
nucli picnotic. La necrosi pot afectar també algunes de les fibres musculars més
externes. Al llarg dels marges la cremada s'observa com, en una amplaria de 100-
200 pm, la cuticula i restes de cel.lules epitelials adherits s'aixequen, separant-se
de la lamina basal per formar una butllofa (figs. 216-218).

Pseudoblastema

Durant la primera hora no s'observa la preséncia de cél.lules vasofibroses a
l'entorn de l'area afectada.

A les 12 h es veu acumulacié de ceél.lules vasocentrals en la superficie
cremada. Acumulacié que es fa progressivament palesa fins a esdevenir un
pseudoblastema ben visible a les 24 h, el qual recobreix parcialment la superficie
cremada (fig. 219). El pseudoblastema té un gruix escas, d'entre 30 1 70 um. Les
cél.lules que formen el pseudoblastema mesuren, en visié superficial, de 4,5 X 10
um a 7 X 6 um. Es pot veure com el pseudoblastema es forma per sobre de
I'epiteli cremat i sovint per sota la cuticula en els llocs en que aquesta encara es
manté; siguent l'epiteli encara identificable a les 48 h (figs. 220 i 221), perd no a
partir del tercer dia. El teixit necrotic queda englobat en el tap i deixa de ser
identificable. En la superficie cremada encara es distingeixen els anells que no
han sigut totalment recoberts pel pseudoblastema (fig. 222). Es mantenen restes
de la cuticula adherits a la periféria (fig. 222).
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A les 48 h el pseudoblastema forma un tap compacte estés sobre la totalitat
de I'area afectada, impedint la visié dels anells (fig. 223).

Al 3 dies el pseudoblastema és dens i té tendéncia a disminuir en extensis,
fent-se més gruixut en la porcié central.

A la setmana de la realitzacié de la cremada, s’observa com nombroseg
cel.lules vasocentrals colonitzen el teixit connectiu de la part basal del
pseudoblastema i contacten amb les fibres musculars circulars, diagonals i en

Fig. 215. Cremada per cauteritzacié. Aspecte del tegument 1 h després de la cremada,
Observi's que en la zona cremada (fletxa) els solecs caracteristics dels anells han
desaparegut. Barra: 1 mm.

Fig. 216. Cremada per cauteritzacié6 1 h després de la seva realitzacié. En la zona de
transicié entre el teixit normal i la cremada es veu una butllofa (fletxa). Coloracié blau de
toluidina. BT: teixit cremat cremada. NT: teixit normal. Barra: 100 um.

Fig. 217, Detall d'una cremada per cauteritzacié 1 h després de la seva realitzacié. Es pot
observar la formacié de butllofes (fletxa) a nivell del marge de la cremada. C: ¢cremada. NT:
teixit nornal. Barra: 100 um .

Fig. 218. Detall de la zona marginal de la ecremada. Les cél.lules epitelials se separen de la
lamina basal (punta de fletxa) i s'aixequen formant una butllofa (fletxa). Coloracié blau de
toluidina. BT: zona cremada. Barra: 100 um.

Fig. 219, Cremada a les 24 h. S'observa com les cél.lules vasocentrals es dipositen per
sobre de l'epiteli cremat per formar el pseudoblastema. Coloracié blau de toluidina. E:
epiteli. P: pseudoblastema. Barra: 100 um.

Fig., 220. Cremada a les 48 h. En aquesta cremada es pot apreciar com el pseudoblastema
es forma entre la cuticula i l'epiteli cremat, el qual ja quasi no es distingeix. Coloracié
hematoxilina/egsina. C: cuticula. E: epiteli. P: pseudoblastema. Barra: 100 pm.

Fig. 221. Cremada a les 48 h. Amb la impregnacié argéntica encara es poden distingir bé
les cél.lules epitelials necrosades (fletxa) a sota del pseudoblastema. E: cél.lules epitelials.
P: pseudoblastema. Barra: 100 pm.

Fig. 222, Aspecte d'una cremada a les 24 h. En la zona cremada encara es distingeixen els
anells, els quals encara no han sigut recoberts totalment pel pseudoblastema. La cuticula
es veu arrencada als marges de la cremada. C: cuticula. A: anell. Barra: 1 mm.

Fig. 223. A les 48 h la superficie cremada es veu totalment recoberta per les cél.lules del
pseudoblastema. P: pseudoblastema. Barra: 1 mm.

Fig. 224. 7 dies després de la realitzacidé de la cremada. El pseudoblastema ha adquirit un
gruix considerable, 1 en el teixit connetiu subjacent s'observen nombroses ceél.lules
vasocentrals, sovint en contacte amb les fibres musculars (fletxa). Coloracié
hematoxilina/eosina. E: epiteli. M: fibra muscular. P: pseudoblastema .VC: cél.lula
vasocentral, Barra: 100 yum.

Fig. 225. 14 dies després de la realitzacié de la cremada. En alguns punts de la zona
cremada s'observen falques (fletxa) del pseudoblastema que s'internen cap a la dermis. Es
poden observar plecs a nivell de la superficie (doble fletxa). Coloracié hematoxilina/eosina.
P: pseudoblastema. Barra: 1 mm.

Fig. 226. Als 21 dies de la realitzacié de la cremada la zona afectada forma una
protuberancia (fletxa), aparentment per acostament dels marges de la ferida. Coloracié
hematoxilina/eosina. P: pseudoblastema. Barra: 1 mm.

Fig. 227. Després d'un més de realitzada la cremada, el pseudoblastema és forga conspicu
i forma falques que s'internen en la dermis. El tegument recupera els solcs caracteristics
dels anells (fletxes). Coloracié hematoxilina/eosina. P: pseudoblastema. Barra: 1 mm.
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ocasions longitudinals (fig. 224). Cap a les dues setmanes s’observa una clara
retraccié del pseudoblastema, el qual, en la part central de la cremada, pren la
forma de falca, observant-se, en ocasions, “falques” secundaries als marges de la
cremada (fig. 225). L’'amplaria de la cremada es veu reduida a 0,8-1 mm i sovint
s'dbserven alguns plecs en l'epiteli (fig. 225). Per la disposicié dels teixits
subjacents, s’observa clarament que els marges de la cremada s’han acostat,
formant la zona de la cremada una petita protuberancia (fig. 226). Posteriorment,
aproximadament al voltant d’'un mes de realitzada la cremada, el nou tegument
recupera els petits solcs longitudinals caracteristics dels anells (fig. 227). El
pseudoblastema ha disminuit en gruix i encara s'observen falques de retraccié (fig.
227).

Reepitelitzacio

Cap a les 48h comenca la migracié de les cél.lules epitelials (fig. 228). El nou
epiteli s'exten a partir de les cel.lules columnars perifériques, les quals, en la seva
migracié sobre el pseudoblastema, es transformen en cél.lules planes. La
reepitelitzacié es fa especialment palesa en MES, observant-se clarament com
l'epiteli dels marges de la cremada s'exten per sobre del pseudoblastema (fig. 229).
Les cel.lules es mantenen unides mentre llisquen sobre el pseudoblastema,
encara que les 3-5 primeres ceél.lules del marge d'avang, al llarg d'uns 65 um,
presenten la cuticula arrencada observant-se alguns espais entre elles (figs. 229 1
230). Les cél.lules mesuren uns 18 um de llargaria en la direccié d'avang per uns
12 d'amplaria 1 uns 8 pm de gruix. Els elements glandulars no participen en el
procés de reepitelitzacié.

Als tres dies les cél.lules epitelials continuen avanc¢ant, en forma d'un
epiteli pla d'uns 30-40 pm de llargaria i 9-10 um de gruix. Aquestes cél.lules
epitelials no estan molt estretament unides al pseudoblastema en la seva part
basal, la qual cosa permet observar freqiientment en MO un ampli espai de
separaci6, probablement artefactual, en el qual es veuen projeccions
citoplasmatiques que les uneixen al substrat (figs. 231 1 232). Cap al quart dia la
reepitelitzacié és total i les cel.lules epitelials no presenten espais entre elles i el
pseudoblastema (fig. 233). En ocasions s'arrenca la vella cuticula d'aquest epiteli
mostrant una cuticula més fina.

Durant el periode de retraccié del pseudoblastema, cap a les dues
setmanes, les cel.lules epitelials gradualment tornen a l'aspecte columnar propi
del tegument. Es constata una migracié dels nuclis cap a la porcié basal de les
cél.lules que progressivament s'enfonsen en el teixit (fig. 234).
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Regeneracio del teixit cicatricial

Als tres mesos de la realitzacié de la cremada, s’observa una zona cicatricial en g
qual abunden les cel.lules vasocentrals (fig. 235).

En cicatrius de tres mesos U'epiteli cicatricial practicament no es diferencig
del normal amb les técniques de coloracié generals. La impregnaci6 argéntica, que
marca clarament la lamina basal, mostra una disposicié de les cél.lules epitelialg
ménys copactada i regular que en l’epiteli normal (fig. 236). No s'observen
glandules en la zona cicatricial.

Fig. 228, Cremada a les 48 h. Es pot observar com als marges de la cremada (fletxa),
T'epiteli adopta la forma aplatada per iniciar la migracié per sobre el pseudoblastema.
Coloracié hematoxilina/eosina. E: epiteli. P: pseudoblastema. Barra: 100 um.

Fig. 229. A les 48 h de la realitzacié de la ferida es pot observar com 1'epiteli dels marges
s'extén i migra per sobre del pseudoblastema. L'epiteli migra a modus d'una capa
unificada, tot i que en alguns punts l'epiteli capdavanter es mostra una mica esqueixat.
(fletxa). ME: epiteli migratori. P: pseudoblastema. Barra: 100 pm.

Fig. 230. Detall de la figura anterior. Les cel.lules epitelials del marge d'avang han perdut
la cuticula i en alguns punts s'han trencat les unions laterals (fletxa). E: epiteli. P:
pseudoblastema. Barra: 100 pum,

Fig. 231. Als 3 dies de la realitzacié de la cremada, les cél.lules epitelials migratories
mostren espais entre la superficie basal i el pseudoblastema (fletxes). Coloracié blau de
toluidina. E: epiteli. ME: epiteli migratori. P: pseudoblastema. Barra: 100 pum.

Fig. 232, Detall de la figura anterior on s'observen projeccions citoplasmatiques de les
cél.lules epitelials (fletxa) en contacte amb el substrat. Coloracié blau de toluidina. E:
epiteli. P: pseudoblastema. Barra: 100 um.

Fig. 233. Als 4 dies de la realitzacié de la cremada, 1'epiteli ja ha recobert tota la zona
afectada 1 no s'observen espais entre les cél.lules 1 el substrat. Coloracié
hematoxilina/eosina. E: epiteli. P: pseudoblastema. Barra: 100 um,

Fig. 234, Cremada de 14 dies. Les céllules epitelials recobren parcialment la forma
columnar (fletxa). Coloraci6 hematoxilina/eosina. E: epiteli. P: pseudoblastema. Barra: 100
um.

Fig. 235. Als 3 mesos de realitzada la cremada, s'observen encara for¢a cél.lules
vasocentrals en contacte amb l'epiteli. Coloracié hematoxilina/eosina. E: epiteli. VC:
cél.lules vasocentrals. Barra: 100 pum.

Fig. 236. Cicatriu de 3 mesos. La impregnacié argéntica mostra que les cél.lules epitelials
de la zona cicatricial estan menys compactades i es desorganitzen més facilment. BM:
membrana basal. BT: cicatriu de la cremada. C: cuticula. E: epiteli. NT: teixit normal.
Barra: 100 pm.
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CREMADES PER NITRAT DE PLATA

Després de l'aplicaci6 del nitrat de plata s'observa com la superficie tractada, duns
2-3 X 4-4,5 mm queda rapidament deprimida i adopta una coloracié blanquinosa
(fig. 237). Al voltant d'aquesta zona s'hi evidencia una contractura muscular que
ajuda a mantenir immobils els segments afectats.

Als pocs minuts s'observa la formacié de butllofes al marge de la cremada,
que es mantenen fins cap a les 48 h (fig. 238). Passades 24 h es perd l'estructura en
soles longitudinals. En aquest estadi comenca a desprendre's la cuticula i 1'area
cremada adopta una coloracié més fosca, fins que, cap a les 72 h, es desprén tota la
massa de teixit afectat pel nitrat de plata (figs. 239 i1 240).

L'area afectada té un aspecte llis, sense solcs ni anells (fig. 241), els quals
als dos mesos de la realitzacié de la cremada encara no s'han recuperat totalment
(fig. 242).

En aquest tipus de ferida, a diferéncia de les altres estudiades, destaca una
alta mortalitad, d'aproximadament un 20%.

Danys als teixits

En el moment de produir-se la cremada (fig. 243) s'observa com la sal de plata
precipita, formant un front que arriba fins a la musculatura diagonal o fins a la
longitudinal, a una profunditat d'uns 300-500 um. Els teixits a través dels quals ha
passat el nitrat de plata es veuen enfosquits en les preparacions histologiques (fig.
244). Els cossos de les glandules tubulars es veuen buids i les sortides de les
glandules obertes (figs. 245 i1 246).

Entre les 0 i les 4 h, la cuticula, junt amb alguns restes de cel.lules
epitelials adherides, se separa dels teixits en alguns punts, i a nivell dels marges
de la cremada s'aixeca uns 170 pm formant butllofes d'uns 250-750 um d'ample.
Aquestes butllofes contenen liquid i restes cel.lulars al seu interior (fig. 247).

Cap a les 24 h els anells tenen aspecte desorganitzat i els solcs quasi no es
distingeixen (fig. 248). Encara s'observen les butllofes marginals (fig. 249) 1 en
alguns punts la cuticula es comenc¢a a trencar (figs. 250 1 251). Les glandules
tubulars de la zona afectada continuen buides i es veuen lleugerament inflades,
amb un diametre de 33-48 pm (fig. 246).

Pseudoblastema
Eliminacio del teixit necrotic i formacio del pseudoblastema

Al cap de 4 h de realitzada la cremada es pot constatar l'inici de la separacié de les
cél.lules vasocentrals del teixit vasofibrés, fet que es facilment observable en la
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zona que envolta el canal hemocelomic ventral, rica en teixit vasofibrés. A les 24 1
s'observen cél.lules vasocentrals que migren cap als teixits afectats i se situen en
els teixits sans, just per sota del precipitat de nitrat de plata (fig. 252).

A nivell dels marges de la cremada, en la zona abutllofada, els teixits eg
comencen a esqueixar per la zona del front de nitrat de plata o just per sota (figs.
2501 251).

Posteriorment, cap a les 48 h, les butllofes es trenquen i l'esqueixament
dels teixits es fa més palés a nivell dels marges de la zona cremada (fig. 253),
iniciant un procés que acabara amb la total escissié de la massa de teixit afectada
pel nitrat de plata.

Les cel.lules vasocentrals migren de forma massiva per formar actmuls
just per sota del front de nitrat de plata al mateix temps que es va separant la
massa de teixit afectada pel pas del nitrat de plata. Aquest procés passa per un
estadi, entre els 21 3 dies, en el qual els teixits afectats queden subjectes a 1'animal
només per la zona central (figs. 239, 240 i 254). En les zones perifériques, on el
teixit cremat ja estd separat, la ferida esta totalment recoberta per cél.lules
vasocentrals (fig. 255).

Fig. 237. Aspecte en MES d'una cremada per nitrat de plata a les 12 h de la seva
realitzacid. Barra: 1 mm.

Fig. 238. A les 48 h s'observa la desestructuracié dels anells. Es poden veure butllofes
(fletxes) als marges de la cremada. Barra: 1 mm.

Fig. 239, Als 3 dies de la realitzacié de la cremada es comenga a despendre la massa de
teixit afectat (fletxa). Barra: 1 mm.

Fig. 240. En aquesta imatge es pot veure 'aspecte del teixit despres (fletxa). Barra: 1 mm,

Fig. 241, Una vegada despresos els teixits, la zona afectada mostra una gran depressié.
Aquesta zona esta recoberta per les cél.lules del pseudoblastema. A nivell dels marges de
la cremada ja s'ha iniciat la reepitelitzacié (fletja). P: pseudoblastema. Barra: 1 mm.

Fig. 242, Després d'un mes de la realitzacié de la cremada la zona afectada ja ha estat
reepitelitzada (*), perd encara no s'’ha recuperat l'estructura de solcs 1 anells., Barra: 100
pm.

Fig. 243, Als pocs minuts de la realitzacié de la cremada s'observa un front de precipitats
de plata que s'interna en els teixits (puntes de fletxa). Coloracié hematoxilina/eosina.
Barra: 1 mm.

Fig. 244. Detall de la figura precedent, en la qual es dintingeix bé la zona impregnada pel
nitrat de plata (*), de la zona no afectada. Coloracié hematoxilina/eosina. Barra: 100 pum.

Fig. 245. Als pocs minuts de la realitzacid de la cremada, les glandules tubulars mucoses
del tegument es veuen buides i els porus glandulars oberts (fletxa). Impregnacié argéntica.
TG: glandula tubular. Barra: 100 um.

Fig. 246, A les 24 h de la realitzacié de la cremada encara es veuen els cossos glandulars
buits. Coloracié hematoxilina/eosina. TG: glandula tubular. Barra: 100 pm.

Fig. 247. A les 4 h s'observen butllofes a nivell del marge de la cremada (fletxa). Coloracié
hematoxilina/eosina. BT: teixit cremat. NT: teixit normal. Barra: 1 mm.

Fig. 248. Amb la MES es pot observar la desorganitzacié dels anells en una cremada de 24
h. BT: teixit cremat. NT: teixit normal. Barra: 1 mm.

Fig. 249. Cremada de 24 h amb butllofes (fletxa) a nivell del marge amb el teixit sa. BT:
teixit cremat. N'T: teixit normal. Barra: 1 mm.
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- Finalment, entre els tres i cinc dies, tota la massa de teixit cremat es
despreén (figs. 256 i 257). Aquesta massa de teixit, que no perd la seva consisténcia,
compreén les diferents capes afectades pel pas del nitrat de plata: epidermis,
dermis, musculatura circular i part de la diagonal (fig. 256). En la part inferior
d'aquesta massa de teixit despres, a nivell d'on els teixits han quedat trencats, es
poden veure cel.lules vasocentrals del pseudoblastema i restes de fibres

musculars (fig. 1 258).
‘ L'animal mostra una depressi6 en la zona on s'han perdut aquests teixits. La
ferida esta recoberta per ceél.lules vasocentrals que, en aquest estadi, formen un
pseudoblastema ben constituit, d'uns 160-350 pm de gruix, que pot englobar restes
de teixits (fig. 259). En les fases inicials de formacié del pseudoblastema, les
cél.lules no es disposen paral.lel.lament a la superficie, com en les ferides per
incisio, sino que estan disposades de forma desordenada.

Als 15 dies, les cel.lules del pseudoblastema es veuen lleugerament més
ordenades, amb tendéncia a pendre una disposici6é paral.lel.la a la superficie (fig.
260). S'observen moltes cél.lules vasocentrals en el teixit connectiu situat
immediatament per sota del pseudoblastema, si bé no es pot determinar si es

Fig. 250. A les 12 h s'observa com, a nivell del front de precipitats de nitrat de plata,
aquests s'acumulen al voltant de les cél.lules (fletxa). Coloracié hematoxilina/eosina. Barra:
100 pm.

Fig. 251. A les 24 h, a nivell dels marges de la ferida i just per sota d'on es troba el front
de precipitats, s'inicia I'esqueixament dels teixits (fletxa). Coloracié hematoxilina/eosina.
Barra: 100 um.

Fig. 252. A les 24 h de la realitzacié de la ferida, les cél.lules vasocentrals han format
aciimuls una mica per sota del front de precipitats. Coloracié hematoxilina/eosina. AG:
precipitats de nitrat de plata. VC: cél.lules vasocentrals. Barra: 100 um.

Fig. 253. A les 48 h l'escisié a nivell dels marges de la cremada és evident (fletxa).
Coloracié hematoxilina/eosina. Barra: 1 mm.

Fig. 254. Als 3 dies la massa de teixits afectats es veu ja for¢a separada de la paret
corporal, tot 1 que encara resta unida per algun punt. En algunes zones es pot veure que
I'epitelitzacié ha progressat a partir dels marges de la ferida (fletxa). Barra: 1 mm.

Fig. 255. Cremada de 3 dies. En les zones on el teixit ja ha estat separat, la cremada esta
recoberta per cel.lules vasocentrals. VC: cel.lules vasocentrals. Barra: 10 pm.

Fig. 256. Als 5 dies, es pot observar la massa de teixit ja totalment separada. Barra: 1
mm.

Fig. 257. Cremada de 5 dies. Un cop ja s'ha despreés tota la massa de teixit afectat, la
cremada es veu recoberta per un pseudoblastema, el qual ja s’ha comengat a reepitelitzar
per els marges. Coloracié hematoxilina/eosina. E: epiteli. P: pseudoblastema. Barra: 1 mm.

Fig. 258. Detall de la part inferior de la massa de teixit escindit. Es poden observar
cél.lules vasocentrals i fibres musculars. M: fibra muscular. VC: cél.lula vasocentral. Barra:
10 um
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tracta de cél.lules del pseudoblastema que inicien la retracci6 o si sé6n cel.lules que
es continuen afegint. El teixit connectiu de la paret corporal de sota la zona
cremada €és ric en cél.lules vasocentrals en migracié.

Cap als 30-36 dies el pseudoblastema forma varies falques que s’internen
en el teixit connectiu (figs. 261 i 262). El pseudoblastema engloba fibres de la
musculatura circular 1 forma petites falques que s'unieixen a fibres musculars
dorsoventrals (fig. 262). En alguns punts d'insersié de les fibres musculars
dorsoventrals en el pseudoblastema, es pot veure com les fibres estan envoltades
per perllongacions citoplasmatiques de les cél.lules del pseudoblastema (fig. 263).
En el lloc on la fibra s'inserta s'observa una lleugera retraccié del tegument. Es
pot constatar una certa desintegracié del pseudoblastena, que entre els 30 1 els 36
dies té menys gruix, uns 40-90 um, que en etapes anteriors (fig. 262).

Cap els 2 mesos el pseudoblastema esta totalment disgregat.

Fig. 259. Als 5 dies s'observa un pseudoblastema ben constituit, el qual, en la seva part
basal, engloba restes de fibres musculars i altres cél.lules. CT': teixit connectiu. E: epiteli. P:
pseudoblastema, M: fibra muscular. Barra: 100 pm,

Fig. 260. Al 15 dies, les cel.lules del pseudoblastema presenten un orientacié paral.lela a
la superficie. Coloracié hematoxilina/eosina. CT: teixit connectiu. E: epiteli. P:
pseudoblastema. Barra: 100 ym.

Fig. 261. Cremada de 30 dies. El pseudoblastema forma falques que s'internen cap al
teixit connectiu (fletxa). Coloracié hematoxilina/eosina. CT: teixit connetiu. P:
pseudoblastema. Barra: 1 mm.

Fig. 262. En aquesta cremada de 36 dies, es pot apreciar com el pseudoblastema forma
petites falques en la seva part basal i contacta amb fibres musculars de la paret corporal,
tan circulars (fletxa), com dorsoventrals (doble fletxa). Coloracié hematoxilina/eosina. BE:
epiteli. P: pseudoblastema. Barra: 100 pm.

Fig. 263. Detall dels contactes de les ceéllules del pseudoblastema amb les fibres
musculars en una cremada de 36 dies. Es pot observar com la fibra dorsoventral s'inserta
en el pseudoblastema i1 com estd envoltada per filopodis de les céllules del
pseudoblasterma (fletxa). Noti's que, en el punt d'insercié, el tegument mostra una petita
retraccié6 (punta de fletxa). Coloracié hematoxilina/eosina. M: fibra muscular. P:
pseudoblastema. Barra: 100 pm.
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Teixit vasofibrés durant I'evolucié del pseudoblastema

El les etapes previes al desprendiment dels teixits afectats, es pot observar com
les cel.lules vasocentrals se separen del teixit vasofibrés i migren cap el limit de la
zona sana amb la zona impregnada (figs. 264-266). Progressivament aquesta
migracié es fa més massiva (fig. 267). Al cap d'un cert temps d'iniciada aquesta
migracié i durant els primers estadis de la formacié del pseudoblastema (24 h - 6
dies), el teixit vasofibrés de les proximitats de la cremada es veu empobrit de
cel.lules vasocentrals, fet que s'observa molt clarament en la zona que envolta el
canal hemocelomic ventral (figs. 267-269). Posteriorment, entre 8 i els 36 dies
s'observa un increment de la preséncia de cel.lules vasocentrals en el teixit
vasofibrés, inclis per sobre dels valors normals, especialment en l'estadi de 15
dies (fig. 270). Als 63 dies, una vegada s'ha disgregat el pseudoblastema, el teixit
vasofibrés presenta un aspecte normal (fig. 271).

Fig. 264, A les 24 h, es pot observar una migracié massiva de les cél.lules vasocentrals cap
a la zona immediatament inferior del front de precipitats de nitrat de plata (fletxa).
Coloracié hematoxilina/eosina. AG: front de precipitats del nitrat de plata. NC: cordd
nerviés. VC: cél.lules vasocentrals. V: teixit vasofibrés. Barra: 100 pm.

Fig. 265, Teixit vasofibrés en les proximitats del vas cel.lomic ventral en el qual es troba el
cordé nerviés. Coloracié hematoxilina/eosina. H: vas hemocel.lomic ventral. NC: cordé
nerviés. V: teixit vasofibrés. Barra: 100 um,.

Fig. 266. A les 4 hores de la realtitzacié de la cremada, s'observa com les cél.lules
vasocentrals se separen del teixit vasofibrés per iniciar la migracié (fletxa). Coloracié
hematoxilina/eosina. V: teixit vasofibrés. Barra: 100 yum.

Fig. 267. A les 24 h, la migracié de cél.lules vasocentrals persisteix. En el teixit vasofibrés
resten practicament només ceél.lules vasofibroses, caracteritzades per una pigmentacié
marronosa, mentre que s'hi veuen poques cel.lules vasocentrals, de citoplasma eosindfil.
Coloracié hematoxilina/eosina. VC: cél.lula vasocentral. VF: cél.lula vasofibrosa. Barra: 100
um,

Fig. 268. Als 5 dies, el teixit vasofibrés es veu considerablement empobrit en cél.lules
vasocentrals. A molts punts del teixit vasofibrés es veuen espais buits (fletxes) on abans hi
havia hagut les cél.lules vasocentrals. Coloracié hematoxilina/eosina. V: teixit vasofibrés.
Barra: 100 pym.

Fig. 269. Als 6 dies de la realitzacié de la cremada, el pseudoblastema es veu ben
constituit, mentre que el teixit vasofibrdés resta forca empobrit en cél.lules vasocentrals.
Coloracié hematoxilina/eosina. P: pseudoblastema. V: teixit vasofibrés. Barra: 100 um.

Fig. 270. Als 15 dies s'observa un increment de cél.lules vasocentrals en el teixit vasofibrés,
amb grups de cél.lules vasocentrals molt conspicus a l'interior de les fibres vasofibroses
(fletxes). Coloracié hematoxilina/eosina. V. teixit vasofibrés. Barra: 100 pm.,

Fig. 271. Als 2 mesos, en exemplars en els quals el pseudoblastema ja estd practicament
disgregat, el teixit vasofibrés presenta un aspecte normal. Coloracié hematoxilina/eosina. V:
teixit vasofibrés. Barra: 100 um.
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Reepitelitzacio

La pérdua de la forma columnar de l'epiteli per comencar a adoptar la formg
aplatada s'observa a les 48 h, poc abans de comencar l'esqueixement dels teixitg
(fig. 272). La migracié s'inicia quan els teixits malmesos ja s’han comencat a
separar a les zones periferiques de la cremada, cap els 3 dies, a partir de Uepiteli
no malmés dels marges de la cremada.

En aquestes fases inicials es pot veure com les cél.lules epitelials marginals
s'estiren en direccié al centre de la cremada i inicien la migracié per sobre els
acumuls de cel.lules vasocentrals (fig. 273). Atés que la massa de teixit cremat es
va separant progressivament de forma centripeta, els marges ja es comencen a
epitelitzar quan en la part central els teixits malmesos encara no s'han separat
(fig. 254).

Fig, 272, Cremada a les 48 h. L'epiteli dels marges de la cremada inicia la migracié
adoptant una forma aplatada, quasi al mateix temps que es produeix els trencament dels
teixits (fletxa). Coloracié hematoxilina/eosina. AG: front de precipitats de nitrat de plata.
ME: epiteli migratori. NE: epiteli normal. VC: aciimul de cél.lules vasocentrals. Barra: 100
pm,

Fig. 273. Mai*ge d'avang (fletxa) de l'epiteli que migra per sobre el pseudoblastema. E:
epiteli migratori. P: pseudoblastema. Barra: 10 um.

Fig. 274. Als 5 dies, es pot observar a una certa distancia dels marges de la cremada, com
I'epiteli perd la forma columnar (fletxa) per iniciar la migracié. Coloracis
hematoxilina/eosina. ME: epiteli migratori. NE: epiteli normal. Barra: 100 pm.

Fig. 275. Detall de la figura anterior. Es pot veure com les cél.lules epitelials mantenen les
unions laterals a la part apical (fletxa), mentre que resten separades en les porcions basals
(doble fletxa). En la part basal, contactant amb el substrat, s'observen perllongacions
citoplasmatiques a modus de pedicels (puntes de fletxa). Coloracié hematoxilina/eosina.
Barra: 10 pm.

Fig. 276. Cremada als 5 dies. Un cop finalitzada la reepitelitzacié, 'epiteli que recobreix el
pseudoblastema té un aspecte molt aplatat. S'observen sovint espais entre les seves parts
basals i el pseudoblastema (fletxa). Coloracié hematoxilina/eosina. E: epiteli. P:
pseudoblastema. Barra: 100 pm.

Fig. 277. Als 15 dies, l'epiteli té una morfologia cuboidal. S'observen algunes dilatacions de
l'espai intercel.lular a nivell de les unions laterals (fletxa). Les parts basals de 1'epiteli
estan ben adherides al substrat. Coloracié hematoxilina/eosina. E: epiteli. P:
pseudoblastema. Barra: 100 pm.

Fig. 278. Zona dels marges de la cremada als 15 dies de la seva realitzacié. El tegument
de la cremada presenta un aspecte llis i estirat. BT: tegument de la cremada. NT:
tegument normal. Barra: 100 pum.

Fig. 279. Detall de l'epiteli de sobre la cremada de 15 dies. Observi's que les cél.lules
presenten una morfologia encara for¢a allargada en la direccié en la qual havien migrat. E:
cel.lula epitelial. Barra: 10 pum,

Fig. 280. Detall de 1'epiteli normal. E: cél.lula epitelial. Barra: 10 pm.

Fig. 281. Cremada de 15 dies. Algunes cél.lules mostren una distribucié zonal, amb el nucli
basal i unions en una banda apical, mentre que les porcions basals queden separades
(fletxa). Als marges de la cremada es veu, en algunes cél.lules epitelials, el desplacament de
la porcié basal cap a l'interior de la dermis, per adoptar la forma columnar (punta de
fletxa). Coloracié hematoxilina/eosina. E: epiteli. P: pseudoblastema. Barra: 100 um.
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Als marges de la cremada, sobre el teixit si, s’observa com lepiteli té
morfologies intermitjes entre les cel.lules columnars tipiques i les cel.lules
aplatades migratories (fig. 274). En fases avancades del procés de reepitelitzacid,
en la zona on comenca la diferenciacid, s’observen cel.lules prismatiques, una mica
més curtes i més amples (18 X 9 um) que les cél.lules de 1'epiteli normal (31 X 5
um), i que estan separades del teixit connectiu en les seves parts laterals,
observant-se espais buits entre les cél.lules exepte en la part més apical, on es
manté una banda de citoplasma que les uneix (figs. 274 i 275). Les parts basals
contacten amb el substrat per mitja de pedicels (fig. 275). Aquesta zona d'epiteli de
morfologies intermitges, que va de l'epiteli normal fins al marge de la ferida,
afecta a uns 0,5-1,5 mm (fig. 257) en la fase ultima de la migracié, 1 ve a
representar la zona que ha realitzat 'aport d'epiteli per recobrir la cremada.

La fase migratoria de la reepitelitzacié finalitza cap els 5 dies. El nou epiteli
esta format per cél.lules molt planes, de 4,5-6 um de gruix en la part on hi ha el
nucli per 25-35 um de llarg en la direccié d’avang (fig. 276). Aquestes cél.lules no
estan unides al pseudoblastema en la totalitat de les seves parts basals sino que
s’observen molts espais.

Progresivament, degut a l'aport de nou epiteli a partir dels marges de la

cremada, les cél.lules epitelials que recobreixen el pseudoblastema pasen duna
morfologia aplatada a una cuboidal, les quals, cap als 15 dies, tenen uns 12,5 um

Fig. 282, Epiteli a sobre d'una cremada de 36 dies. En aquesta zona, l'epiteli ha recobrat
la forma columnar. Coloracié hematoxilina/eosina.. E: epiteli. M: fibra muscular. P:
pseudoblastema. Barra: 100 yum.

Fig. 283. Una altra zona de la cremada de 36 dies de la figura precedent. En aquesta zona
no s’ha recuprerat la morfologia columnar. Coloracié hematoxilina/eosina. E: epiteli. M: fibra
muscular. P: pseudoblastema. Barra: 100 pm.

Fig. 284. Zona al marge d'una cremada de 30 dies. El tegument de la zona cremada ja no
presenta un aspecte tan llis com en l'estadi de 15 dies (fig. 258). BT: tegument de la
cremada. NT: tegument normal. Barra: 100 pum.

Fig. 285. Detall de l'epiteli de sobre una cremada de 30 dies. Les cel.lules encara
presenten una morfologia una mica allargada en la direccié d'avang. E: cél.lula epitelial.
Barra: 10 pm.

Fig. 286. Detall de l'epiteli normal proper a la cremada. Es pot apreciar l'obertura d'una
glandula mucosa de tegument (fletxa). E: cél.lula epitelial. Barra: 10 pm.

Fig. 287, Als 2 mesos de realitzada la cremada, quan el pseudoblastema ja ha estat
disgregat, les cél.lules epitelials de la zona cicatricial encara mantenen una morfologia
cuboidal, mentre que les del marge de la cremada ja han adoptat la forma columnar.
Coloracié hematoxilina/eosina. E: epiteli cuboidal. CE: epiteli normal columnar. Barra: 100
um.,

Fig. 288. Detall de la zona cicatricial als 2 mesos. Les cel.lules epitelials, de morfologia
més o menys cuboidal, mostren una distribucié zonal, amb una banda apical amb unions
laterals i1 les porcions basals separades i immerses en la dermis. Coloracié
hematoxilina/eosina. AB: banda apical. E: epiteli. Barra: 100 um.
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d'alcaria per 11-19 pm de llargaria en la direccié d'avang (fig. 277). En MES el
tegument ofereix un aspecte molt llis, amb les ceél.lules epitelials encara estirades
en la direccié en la qual han avancat (figs. 278-280). A nivell del complexe d'unié
de les cél.lules epitelials s'observen dilatacions de l'espai intercel.lular, tipiques
d'estadis en els que l'epiteli estd estirat. En aquest estadi ja no s'observen
separacions entre part basals de les cel.lules epitelials ni entre aquestes i el
pseudoblastema, formant l'epiteli una capa continua ben adherida al substrat (fig.
277).

En les zones periferiques de l'epiteli que recobrix el pseudoblastema,
algunes ceél.lules epitelials recobren la seva distribuci6é zonal, amb unions només
en la part apical i parts basals separades, mantenint perd la morfologia cuboidal
(fig. 281). Més als marges de la cremada, sobre teixit sa, es veuen algunes cél.lules
que recobren l'aspecte columnar, produint-se una elongacié de la part basal de les
ceél.lules cap a l'interior del teixit connectiu subjacent, mentre els nuclis encara
resten en la part apical (fig. 281).

Al cap d'un mes de realitzada la cremada, es pot observar com les cél.lules
epitelials, sota les quals encara es troba el pseudoblastema, recobren en algunes
petites zones la forma columnar, amb uns 6,5 um de diametre en la zona basal per
22-27 um d'al¢aria, mentre que la resta manté una morfologia cuboidal (figs. 282 1
283). En MES l'aspecte del tegument no és ja tan llis (fig. 284), perd encara
s'observa que les cél.lules del pseudoblastema estan lleugerament estirades en la
direcci6 d'avang (figs. 285 i 286). En aquest estadi encara s'observen moltes boses
intercel.lulars a nivell del complexe d'unié (fig. 282).

L'epiteli cicatricial esta format per cel.lules més o menys cuboidals, d'uns 9-
10 pm d'aplaria per 10-11 d'al¢aria, molt poques de les quals tenen la morfologia
tipica de l'epiteli columnar. Es distingeix, pero, una zona apical on les membranes
laterals estan unides amb les de les cél.lules veines i una zona mediobasal, que
conté el nucli, on les cel.lules veines resten for¢a separades unes de les altres per
travecules de teixit connectiu (figs. 287 i 288). Aquest tret les distigeix de P'epiteli
cuboidal de les etapes immediatament posteriors a la reepitelitzacio, en les que les
cel.lules epitelials estan unides a les ceél.lules veines a tot el llarg de la membrana
lateral i el nucli té encara una posici6 central.

Regeneracio de les glandules epitelials mucoses

Durant el procés de reepitelitzacio no s’observa que hi participin els elements
glandulars. En l'epiteli columnar dels marges de la ferida, abans de que inicii la
migracié, es poden observar ceél.lules glandulars que han alliberat quasi tot el seu
contigut 1 es troben en procés de degeneracié, amb el citoplasma molt vacuolat
(figs. 289-291). En estadis posteriors, cap als 15 dies, quan la ferida ja ha estat
reepitelitzada, encara es poden observar algunes glandules tubulars en procés de
degeneracié6 (fig. 292).
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Fig. 289. Als 5 dies, en la zona dels marges de la cremada, es poden observar glandules
piriformes vacuolades. Coloracié hematoxilina/eosina. E: cél.lula epitelial. PG: glandula
piriforme degenerada. Barra: 10 pm.

Fig. 290. Glandula piriforme degenerada a nivell del marge d'una cremada de 5 dies.
Observi's que els granuls secretors estan molt desestructurats. Coloracié
hematoxilina/eosina. PG: glandula piriforme degenerada. Barra: 10 pm.

Fig. 291. Al marge duna cremada de 5 dies es poden observar glandules piriformes
degenerades. Coloracié hematoxilina/eosina. PG: glandula piriforme degenerada. Barra:
100 pm.

Fig. 292, Cos cellular d'una glandula tubular degenerada sota d'una cremada de 15
dies. Coloracié hematoxilina/eosina. E: epiteli. P: pseudoblastema. TG: glandula
tubular. Barra: 100 pum.
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Durant un cert temps en el nou epiteli no s’hi observa cap element
glandular.

Al voltant de un mes de la realitzacié de la cremada, entre les cél.lules
epitelials que recobreixen el pseudoblastema, es poden apreciar cel.lules que,
amb MO, presenten un citoplasma més clar i finament granulat (fig. 293). El nucli
és ovalat, d'uns 7 X 5,5 um, i sovint s'hi observen dos nucleols (fig. 294).

En el cas de diferenciacié cap a glandules piriformes, la granulacié, que en
un principi era lleugerament basofila, s'enriqueix amb uns granuls una mica més
grans i lleugerament eosinodfils (fig. 295). Progressivament els granuls de secrecié
desplacen el nucli i el citoplasma a una posicié més basal, fins que queden
aplatats a la base (figs. 296-298). A mesura que la glandula va madurant els cossos
cel.lulars s'internen en la dermis (fig. 299).

No s'han pogut observar estadis intermitxos de la diferenciacié de cel.lules
epitelials a glandules tubulars, perd si que s'ha pogut observar la preséncia
d'algun conducte de secrecié en l'epiteli que recobreix la zona cicatricial (fig. 299).

Fig. 293. En l'epiteli cicatricial d'una cremada de 30 dies es pot observar una cél.lula
epitelial més clara, el citoplasma de la qual té una fina granulacié basdfila, Coloracié
hematoxilina/eosina. CE: cél.lula epitelial clara. E: cél.lula epitelial. M: fibra muscular. P:
pseudoblastema. Barra: 100 pm,

Fig. 294. Cél.lula epitelial clara d'un epiteli cicatricial de 30 dies. El citoplasma és
finament granulat i en el nucli s'observen dos nucleols. Coloracié hematoxilina/eosina. CE:
cel.lula epitelial clara. E: cél.lula epitelial. PC: cel.lula del pseudoblastema. Barra: 10 um.

Fig. 295. Cél.lula epitelial clara en l'epiteli cicatricial de 30 dies. En el citoplasma es poden
observar granuls lleugerament eosindfils Coloracié hematoxilina/eosina. CE: cél.lula
epitelial clara. E: cél.lula epitelial. M: fibra muscular. Barra: 10 um.

Fig. 296. Glandula piriforme jove al marge d'una cremada de 30 dies. El cos cel.lular esta
ple de granuls eosinofils (fletxa) 1 el nucli es troba en la part basal. Coloracié
hematoxilina/eosina. E: cél.lula epitelial. N: nucli. PG: glandula piriforme jove. Barra: 10
pm.

Fig. 297. Glandula piriforme jove al marge d'una cremada de 30 dies. Coloracié
hematoxilina/eosina. E: cél.lula epitelial. M: fibra muscular, PG: glandula piriforme jove. N:
nucli. Barra: 10 um.

Fig. 298. Glandula piriforme jove al marge d'una cremada de 2 mesos. Coloracié
hematoxilina/eosina. E: epiteli. M: fibra muscular. PG: glandula piriforme jove. Barra: 100
um.

Fig. 299. Zona cicatricial d'una cremada de 2 mesos. Es veuen glandules piriformes i el
conducte secretor duna glandula tubular. Coloracié hematoxilina/eosina. E: epiteli. PG:
glandula piriforme jove. TG: conducte secretor d'una glandula tubular. Barra: 100 um.
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Regeneracio del teixit cicatricial

Al cap d'uns dos mesos es veu encara una depresié en la zona cicatricial. S’observa
que el pseudoblastema esta totalment disgregat (fig. 300). Les capes musculars
perdudes no s’han regenerat i el teixit connectiu dérmic tampoc. El nou epiteli
queda practicament adjacent a la musculatura, amb molt poc teixit connectiu entre
mig (figs. 2981 299).

Fig. 300. Als 2 mesos de la realitzacié de la cremada, el pseudoblastema esta
practicament disgregat. Observi's que, en al zona cicatricial, 'epiteli esta en contacte molt
estret amb les capes de la musculatura circular, ja que no s’ha regenerat el teixit perdut.
Coloracié hematoxilina/eosina. BT: teixit cicatricial de la cremada. E: epiteli. M:
musculatura circular. NT: teixit normal. Barra: 100 um.
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ESTUDI DE L'ACTIVITAT MITOTICA EN EL PROCES DE
REGENERACIO

L'estudi de la proliferacié cel.lular en el procés de regeneracié s'ha intentat
realitzar mitjancant la deteccié de figures mitotiques i amb meétodes de marcatge
per incorporacié de 5-bromo-2'-deoxi-uridina (BrdU)

Deteccio de figures mitotiques

En l'estudi de les séries temporals de regeneracié de ferides, tant de talls per
congelacié, parafina o glicol-metacrilat, no s'han observat figures mitotiques.

El tractament previ al sacrifici amb colquicina en una série de sangoneres
amb diferents temps de regeneracié, tampoc ha donat resultats positius.

Tampoc s'han observat figures mitdtiques en preparacions obtingudes pel
meétode de "squash" tenyides amb coloracions cromosdomiques.

Deteccio de proliferaciéo cel.lular per incorporacié de
BrdU '

Les diferents proves d'incorporacié de BrdU i posterior marcatge amb anticossos
monoclonals no han donat cap resultat positiu en sangoneres adultes.

No s'ha observat marcatge nuclear ni en teixits en regeneracié, ni en teixits
circundants. Tampoc s'ha observat marcatge en altres teixits en els que s'esperaria
trobar proliferacié cel.lular, com ara a nivell de la linea germinal masculina al
testis o en teixits subjectes a freqiient desgast, com l'epiteli intestinal.

En un exemplar immadur corresponent a la prova n? 6, d'aproximadament
un mes d'edat, el qual habia realitzat un sol apat amb granotes, si s’han obtingut
resultats positius. En aquest exemplar s'havia practicat una ferida ventral per
incisi6 5 dies abans del sacrifici i s'habia incubat amb BrdU durant les 48 h
precedents al sacrifici. S'observa margatge en les ceél.lules epitelials intestinals,
teixit vasofibrés, especialment al voltant de l'intesti, i cel.lules del
pseudoblastema (figs. 301-304). No s'observa marcatge en altres zones, incloent-hi
l'epidermis. Practicament totes les cél.lules epitelials del tub digestiu principal
estan marcades, perd no s'observa marcatge a nivell dels cegs intestinals (fig. 301).
El teixit vasofibrés mostra un marcatge més diftis i és dificil distingir si és a les
cél.lules vasofibroses o a les vasocentrals, atés que en exemplars immadurs les
primeres estan encara poc diferenciades. Aparentment, les cél.lules marcades
semblen cél.lules vasocentrals en migracié (fig. 302). El pseudoblastema, que es
troba en fase de retraccié, mostra un marcatge abundant, si bé no totes les zones
del pseudoblastema estan marcades (fig. 303). En les immediacions del
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pseudoblastema s'observen cel.lules marcades, possiblement cél.lules
vasocentrals en migracié.

En el segén exemplar de la prova n® 6, processat en les mateixes condicions
que l'anterior perd que va morir unes 24 h abans del sacrifici previst, també sha
observat marcatge. L'epidermis i la part central de l'animal no s'han conservat,
restant unicament la paret corporal. En aquest cas el marcatge esta distribuit per
tot el teixit connectiu, sense que es pugui distingir a quin tipus cel.lular correspon
(fig. 305). No s'observa marcatge en les cel.lules musculars. '

Els controls fets amb llengua de ratoli 1 teixits meristematics d'alzina surera
han donat resultats clarament positius en tots els diferents experiments. Els
bacteris nefridials de la sangonera també han donat resultats positius, tant en
sangoneres madures com immadures (fig. 306).

En totes les proves s'observa marcatge inespecific amb l'anticdos primari
dels granuls de les cel.lules vasofibroses, que queden marcats inclus sense
incubar amb BrdU.

FIGS. 301-306. Seccions obtingudes d'exemplars amb ferides de 5 dies i incubats amb
BrdU, corresponents a la prova n® 6. La deteccié d'aquest analeg de la timidina s'ha
realitzat amb anticossos monoclonals. L'anticos secundari estava marcat amb peroxidasa,
per la qual cosa els positius es detecten per la preséncia d'un precipitat marronds.

Fig. 801. Zona peridigestiva. S'observa marcatge a nivell dels nuclis de I'epiteli intestinal
(fletxa) i a nivell del teixit vasofibrés que envolta el tub digestiu (doble fletxa). Coloracié
hematoxilina/eosina. I: intesti. IC: cec intestinal. Barra: 100 um.

Fig. 802, Detall de la figura precedent. Coloracié hematoxilina/eosina. IE: epiteli intestinal.
V: teixit vasofibrés. Barra: 100 pm,

Fig. 303. Pseudoblastema d'una ferida per incisié de 5 dies. Algunes cel.lules del
pseudoblastema presenten marcatge (fletxa), especialment en la zona de la falca de
retraccid, mentre que altres no (doble fletxa). Observi's la preséncia d'algunes cél.lules
marcades en la proximitat del pseudoblastema (punta de fletxa). Coloracié
hematoxilina/eosina. Barra: 100 pum.

Fig. 304. Pseudoblastema d'una ferida per incisiéd de 5 dies, amb algunes c&l.lules
marcades (fletxes). En les proximitats del pseudoblastema, també s'observen cél.lules
marcades (punta de fletxa). Coloracié hematoxilina/eosina. Barra: 100 um.

Fig. 805. Exemplar incubat amb BrdU, el qual havia mort 24 h abans de ser fixat. La
paret del cos estd forca desestructurada i manca l'epiteli. Es veuen cél.lules marcades a
nivell de tot el teixit connectiu (fletxa) i també a nivell del teixit botridial. Coloracié
hematoxilina/eosina. B: teixit botridial. CM: musculatura circular. LM: musculatura
longitudinal. Barra: 100 pm.

Fig, 806. Bacteris nefridials marcats (fletxa) en un exemplar incubat amb BrdU. Coloracié
hematoxilina/eosina. CT: teixit connectiu. NF: nefridi. Barra: 10 um.
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ACTIVITAT FAGOCITICA DELS AMEBOCITS

Els amebocits mostren activitat fagocitica in-vitro. Els amebocits han estat aillats i
incubats amb solucié fisioldgica de Nicholss i Kuffler per hirudinis i diferents
agents a sobre d'un portaobjectes. La fagocitosis de carbé coloidal s'observa al cap
de 30 minuts d'incubacié (fig. 307). El bacteri Escherichia coli i el llevat
Saccharomyces cerevisiae no sén fagocitats, perd si s'observa una adhesié dels
amebdcits a aquests corpuscles mitjancant els filopodis (fig. 308). No s'observa
fagocitosi ni adhesié d'eritrocits de vaca. ‘

In-vivo no s’han observat amebocits participant en la fagocitosi dels teixits
malmesos per la ferida ni en la formacié del pseudoblastema. Tampoc sha
observat cap amebocit en els vasos hemocelomics que presenti restes d'activitat
~ fagocitica. Si s'han observat alguns amebocits per sobre de la ferida o entre els
restes de teixit en els primers estadis de regeneracié, perd sén ceél.lules que
presenten un nucli picnotic i probablement corresponen a ceél.lules
hemoceldmiques que s'han alliberat al trencar-se els capil.lars.

Fig. 307. Fagocits aillats i incubats a sobre un portaobjectes amb solucié fisiologica, en
1a qual shavia afegit. carbé coloidal. Als 30 minuts d'incubacié, es pot observar que les
cél.lules han incorporat el carbé (fletxes). Microscopia de contrast de fases. Barra: 10
pm.

Fig. 308. Fagocits aillats i incubats a sobre un portaobjectes amb una suspensié de
llevats Saccharomyces cerevisiae. Els llevats no sén fagocitats, perd s'observa adhesié
d'aquests per part dels fagdcits per mitja de filopodis (fletxes). Microscopia de contrast
de fases. A: amebocit. L: llevat. Barra: 10 pum.
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DISCUSSIO

El tancament rapid i la regeneracié dels teixits afectats sén fets molt importants
en el procés de curacié de ferides. La contracci6 muscular que s'observa en
realitzar la ferida, és un mecanisme rapid de tancament de mitjana eficacia, comu
en hirudinis (LeGore i Sparks, 1971; Sawyer, 1986) i en d'altres anel.lids (Sparks,
1972). La formacié d'un tap cel.lular, el pseudoblastema, és un mecanisme més
eficient de tancament de la ferida. El pseudoblastema compleix inicialment una
funci6 de taponament, analoga a la de la coagulacié de la sang en els vertebrats, a
la de la coagulaci6é de 'hemolimfa i agregacié d'hemocits en els artropodes (Gupta,
1986) i a la de la formacié d'acimuls de ceél.lules celomiques en els oligoquets
(Sparks, 1972, Burke, 1974 c¢). Mentre que en els oligoquets i els poliquets les
cél.lules celomiques del tap sén substituides posteriorment per blastocits que
formen un blastema capac de regenerar parts amputades del cos (Chapron, 1964;
Douglas, 1970; Jamieson, 1981), a Hirudo medicinalis, el pseudoblastema intervé
en la regeneraci6 d'una matriu connectiva cicatricial, perdo no té la capacitat
regeneradora d'un veritable blastema. L'epitelitzacié de la ferida, que es déna un
cop consolidat el tap cel.lular, tanca definitivament la ferida i inicia el procés de
regeneracié, tal com succeeix en altres hirudinis (Myers, 1935; LeGore 1 Sparks,
1971; Cornec, 1984) i oligoquets (Burke, 1974 a i b; Jamieson, 1981).

El procés de reparaci6 de ferides estudiat a Hirudo medicinalis presenta
diferéncies i similituds remarcables en relacié al dels mamifers. El procés de
regeneracié en els mamifers, en linees generals, consta d'una fase inflamatoria,
formaci6 del teixit de granulacié, reepitelitzacié i formacié d'una escara fibrosa o
regeneraci6 dels teixits (Clark, 1988). A Hirudo medicinakis no hi ha un
equivalent de la reaccié inflamatoria, perd hi ha alguns fendomens que s6n
comparables. No s'observa ni vasodilatacié ni un procés de coagulacié, i les
cél.lules de la sang no estan implicades en el procés de curacié. En canvi, es
produeix una forma d'edema, del qual les butllofes que es produeixen en les
cremades en sén indicatives. A més hi ha migracié de cel.lules del teixit connectiu,
les cel.lules vasocentrals, que sén responsables, entre d'altres funcions, de la
fagocitosi. La formacié dun teixit, el pseudoblastema, que es relaciona amb la
regeneracié i amb la contraccié de la ferida, és, en certa mesura, equiparable al
teixit de granulacié. El procés de reepitelitzacié presenta una gran similitut amb el
que es déna a molts epitelis monoestratificats de vertebrats, tal com es discutira
més endevant.
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PSEUDOBLASTEMA

Composicio cel.lular

En el cas d' Hirudo medicinalis (Arhynchobdellida), els resultats indiquen que
totes les cel.lules del pseudoblastema provenen dels grups de cél.lules
vasocentrals del teixit vasofibrés. El conjunt de caracteristiques ultrastructurals
del citoplasma de les cel.lules vasocentrals ha permeés identificar aquestes
cél.lules en els seus diferents estadis, desde l'estat de repos, passant per la fase
migratoria, a l'estadi d'acumulacié per formar el pseudoblastema (fig. 309). Si be
els experiments in vitro mostren la capacitat fagocitica dels amebocits, in vivo,
aquests no participen en la fagocitosi dels teixits malmesos de la ferida ni en la
formacié del pseudoblastema. Les ceél.lules encarregades de la fagocitosi sén les
propies cél.lules vasocentrals. La preséncia de cél.lules amb caracteristiques
intermitjes entre les ceél.lules fagocitiques i les ceél.lules ordinaries del
pseudoblastema déna una clara evidéncia del seu origen com.

Fig. 309. Migracié de les cél.lules vasocentrals desde el teixit vasofibrés a la
superficie de la ferida. A 1'inici de la migracié les cél.lules vasocentrals se separen
les unes de les altres i de les cél.lules vasofibroses, al mateix temps que es
desconnecten les unions amb la matriu. Un cop han arribat a la superficie de la
ferida s'acumulen per formar el pseudoblastema i formen unions entre elles i amb
la matriu. E: epiteli. P: pseudoblastema. MJ: unié especialitzada amb la matriu
connectiva. IJ: unié intercel.lular. VC: cél.lula vasocentral. VF: cél.lula vasofibrosa.
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Fischer et al (1976), en el seu treball sobre el teixit vasofibrés a Haemopis
sanguisuga (Arhynchobdellida), observen la migracié de les cél.lules vasocentrals
després d'una ferida i la preséncia d'aquestes cél.lules al voltant del tap cel.lular
que es forma al lloc de la ferida. Segons Sawyer (1986), les cel.lules vasocentrals
podrien ser fibroblasts en estat de repds presents en les sangoneres adultes.
Fischer et al. (1976) troben una gran similitud entre les cél.lules vasocentrals i els
fibrocits 1 creuen que les primeres podrien constituir reserves de ceél.lules
indiferenciades que, en un cert moment, es podrien transformar en fibrocits.

En el nostre cas, no s'observa cap similitud entre les cel.lules vasocentrals i
els fibrocits d'Hirudo medicinalis. Els fibrocits tenen com a caracteristiques
importants la preséncia de vesicules lipidiques grosses, abundancia de ribosomes i
granuls de glicogen, mitocondries molt grosses i algunes vesicules dilatades de
contingut electrolicid. També és caracteristica la preséncia de petites evaginacions
de la membrana plasmatica paral.leles a la superficie cel.lular. A excepcié de
l'abundancia de ribosomes, cap d'aquestes caracteristiques és comuna amb les
cél.lules vasocentrals. Alguns trets caracteristics de les cel.lules vasocentrals, com
s6n la preséncia d'un citosol molt electrodens i l'abundancia de vesicules
lisosomiques i feixos de filaments d'actina, no s'observen en els fibrocits. Tampoc
sembla que representin reserves de cél.lules indiferenciades, ja que en l'estadi de
repds sén cel.lules forca diferenciades, i en l'activacié no es produeix un procés de
diferenciacié previ evident.

En canvi, en les altres espeécies estudiades, totes del grup Rhynchobdellida,
en la formaci6 del pseudoblastema hi participa més de un tipus cel.lular (vegeu
introduccid, pag. 2).

Les diferéncies de composicié cel.lular entre el nostre model i les altres
espécies poden ser degudes a les respectives organitzacions dels dos ordres a qué
pertanyen: Arhynchobdellida i Rhynchobdellida, que mostren diferéncies en la
morfologia dels sistemes celomic i sanguini i en la composicié del teixit connectiu.
Als rincobdel.lides, les cél.lules lliures del sistema celomic, els celomocits, sén
diferents de les cél.lules lliures del sistema sanguini, els amebocits. En canvi, als
arincobdel.lides, els dos sistemes estan units en un de sol, I'hemoceloma, on
només s'hi troba un tipus cel.lular, que s'anomena amebocit. A més, el teixit
vasofibrés és especific dels arincobdél.lides. Als rincobdél.lides no s'hi troba
aquest teixit. Els cromatofors hipodérmics es podrien correspondre amb les
ceél.lules vasofibroses, ja que tots dos tipus cel.lulars duen a terme una funcié
d'excrecié per acumulacié (Sawyer, 1986).

No és clar si hi ha un tipus cel.lular equivalent a les ceél.lules vasocentrals.
De fet, els opledcits descrits a Piscicola salmositica (Sparks, 1972), que formen un
tap cel.lular i regeneren la matriu extracel.lular, es podrien considerar
equivalents a les cél.lules vasocentrals pel seu origen connectiu i la seva funci6 en
el pseudoblastema, tot i que no realitzen la funcié fagocitaria que sembla estar
relegada només als celomocits. Cornec (1984), també descriu un tipus cel.lular
connectiu, ric amb fagosomes i que anomenem fagocitari per diferenciar-lo de les
cel.lules connectives tipus fibrocit. Aquestes cel.lules, que migren en produir-se la
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ferida cap a l'area afectada i col.laboren juntament amb les cél.lules lliures en la
formaci6é del pseudoblastema, possiblement es corresponen amb els opleocits
descrits a Piscicola salmositica (Sparks, 1972). A diferéncia dels opleocits, si que
fan funcions de fagocitosi, tot i que aquesta estd compartida amb els celomocits
(Cornec, 1984) i no s'ha descrit la seva intervencié en la regeneracié, la qual es
relaciona amb els fibrocits que infiltren el pseudoblastema en els ultims estadis
(Cornec, 1984).

Cornec (1984) correlaciona les diferéncies en la composicié cel.lular del tap
en els diferents grups zooldgics amb les variacions en la relaci6 celoma/teixit
connectiu. El tap esta format per cél.lules d'origen mesodérmic. En especies on el
celoma esta ben desenvolupat (poliquets, oligoquets i artropodes), esta constituit
per cél.lules lliures: celomocits i/o amebocits, 1 a mesura que es redueix el celoma
s'incrementa la importancia de les cél.lules connectives (Cornec, 1984).

Els anel.lids oligoquets, amb un celoma for¢ca desenvolupat, representen
un extrem d'aquesta gradacio, és el cas d'Eisenia foetida, amb taps formats per
acimuls de cél.lules cel.lomiques (Chapron, 1964; Burke, 1974 ¢).

Els hirudinis manifesten una reduccié del celoma respecte els altres
anel.lids. Per tant, era d'esperar la preseéncia de cél.lules connectives a més de les
cél.lules lliures, tal com s'observa en les diferents espécies de rincobdél.lides
estudiades (Myers, 1935; LeGore i Sparks, 1971; Sparks 1972; Cornec, 1984). El
grup al qual pertany Hirudo medicinalis, Arhynchobdellida, representa l'altre
extrem en aquesta gradacié, amb el celoma modificat i molt reduit, i en que el
pseudoblastema esta format inicament per cél.lules d'origen connectiu.

Estudi del creixement del pseudoblastema

Durant el procés d'evolucié del pseudoblastema s'observa un creixement que es
manifesta especialment en les primeres etapes. Aquest creixement pot ser degut
només a una aportacié per mobilitzacié de cel.lules vasocentrals que es trobaven
en altres zones del cos, o al fet que, a més d'aquesta aportacié, hi hagi proliferaci6
de les cel.lules vasocentrals en el seu lloc d'origen i/0 en el pseudoblastema.

Els experiments realitzats per detectar la proliferacié cel.lular no sén
concloents. Les proves no mostren resultats positius a excepcié dels dos exemplars
immadurs amb ferides per incisié de 5 dies, un dels quals havia mort durant la
incubaci6 amb BrdU. Hirudo medicinalis sembla mostrar una notable dificultat
en incorporar BrdU. En altres hirudinis i invertebrats d'aigua dol¢a com les
planaries, també s'ha decrit la dificultat en incorporar timina tritiada, tot i
observar-se proliferacié cel.lular (Baguiia et al, 1989; Cornec, 1990).

L'estat de maduracié dels individus i 'historia alimentaria, pot tenir algun
efecte, directe o indirecte, en la incorporacié del marcador. Els exemplars marcats
havien realitzat un sol apat a base de sang de granotes i el seu teixit vasofibrés
encara no estava desenvolupat. En canvi, els exemplars de la mateixa edat perd
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que no han estat marcats, havien estat alimentats amb sang de mamifer i1 l'estadi
de desenvolupament era lleugerament posterior. Un explicacié possible per al
marcatge observat en l'exemplar que havia mort durant el periode d'incubacié
-cél.lules distribuides per tot el teixit connectiu- podria ser que aquestes ceél.lules
haguessin continuat proliferant durant un cert temps després de la mort de
l'animal, sense cap mecanisme que limités la incorporacié de la BrdU.

El marcatge inespecific de !'anticos anti-BrdU a nivell de les cel.lules
vasofibroses pot indicar la preséncia en aquest teixit de compostos semblants a la
BrdU. Atés que aquest tipus cel.lular es relaciona amb funcions d'excrecié per
acumulacié (Sawyer, 1986), no es descarta que realitzi una captacié de la BrdU
dificultant el seu accés a la resta de teixits.

En I'nic exemplar viu que va incorporar la BrdU, el marcatge va quedar
localitzat en les cel.lules intestinals i en el teixit vasofibrés proxim, fet que podria
explicar-se per un millor accés de la BrdU, la qual durant el procés d'injecci6
s'acumula en gran part al tub digestiu. Donat l'escas estat de diferenciacié de les
cél.lules vasofibroses en aquest exemplar, és dificil determinar si aquest marcatge
és a nivell de les cel.lules vasofibroses o de les vasocentrals, si bé el marcatge de
cel.lules vasocentrals en migracié i també en el pseudoblastema fa suposar que
les cel.lules vasocentrals associades al teixit vasofibrés han incorporat el
marcador.

La preséncia en el pseudoblastema d'una zona proxima a l'exterior amb
cél.lules sense marcar i d'una zona més interna amb cel.Jules marcades, suggereix
que la zona no marcada correspon a cel.lules que havien assolit el
pseudoblastema abans d'iniciar-se el marcatge, 1 que la zona que presenta
marcatge reflecteix la nova aportacié de ceél.lules vasocentrals que ja arriben
marcades, aparentment indicant que la proliferacié d'aquestes cél.lules s'ha donat
en els seus teixits d'origen. Els escassos resultats obtinguts en les proves
d'incorporacié de BrdU no permeten aclarir si les cél.lules que ja s'han incorporat
en el pseudoblastema continuen proliferant o no. Podria ser que només les
cél.lules que han arribat al pseudoblastema durant el periode d'incubacis,
provinents de les proximitats de l'intesti, haguessin pogut incorporar la BrdU,
quedant el marcador inaccesible a les que havien arribat anteriorment al
pseudoblastema, sense que es pugui saber, per tant, si han entrat en divisié o no.

L'afluéncia continuada de ceél.lules vasocentrals durant el periode de
creixement del pseudoblastema, fa pensar que la migracié cel.lular és el principal
mecanisme del creixement. :

En les cremades per nitrat de plata, en que hi ha una migracié massiva i
molt duradora, el teixit vasofibrés dels segments afectats queda considerablement
empobrit en cél.lules vasocentrals durant els primers estadis de formacié del
pseudoblastema. L'increment de cél.lules vasocentrals que s'observa en el teixit
vasofibrés en estadis més avancats, es pot atribuir a un procés de proliferacié
cel.lular que es produiria per satisfer les demandes de cel.lules vasocentrals
durant el llarg procés de regeneracio.
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Evolucio del pseudoblastema

El procés de formacié i evolucié del pseudoblastema a Hirudo medicinalis segueix
el mateix patré general que a la resta dels hirudinis, el qual ha estat descrit per
Myers (1935), LeGore i1 Sparks (1971) i Cornec (1984). Cal fer notar, pero, algunes
petites diferéncies. L'inici de la formacié del tap al cap de poques hores de
realitzada la ferida es com a les altres espécies estudiades. Helobdella stagnalis
(Cornec, 1984) segueix un procés semblant a H. medicinalis, observant-se una
retraccié cap als 4 dies i la regeneraci6é d'un teixit connectiu lax cap als 6 dies. El
procés seguit a Placobdella parasitica en la regeneracié de la ferida per fecundacié
hipodérmica (Myers, 1935), atés el tipus de ferida realitzada, és dificil de comparar.
El fenomen de retraccié tal com s'ha descrit en el nostre model, no es pot aplicar
en aquest cas, en disposar-se el tap cel.lular al llarg del cami obert per els
espermatozous. Piscicola salmositica (LeGore i Sparks, 1971) presenta un procés
for¢a diferent, en el qual no s'observa el fenomen de retraccié. Un altre fet a
remarcar a Piscicola salmositica, és que, durant el primer dia, el pseudoblastema
pren la forma d'un pont entre els marges de la ferida, deixant un espai buit en el
fons de la ferida, que no s'omple fins més tard. En aquesta espécie també s'ha
observat que, abans de la reepitelitzacié, grans fragments de restes cel.lulars sén
incorporats al pseudoblastema i portats a la superficie, on sén despresos
juntament amb porcions externes del pseudoblastema (LeGore 1 Sparks, 1971;
Sparks, 1972). Cap d'aquests fets ha estat confirmat en les nostres observacions.

En el cas del pseudoblastema que es forma en les cremades per
cauteritzacié o per nitrat de plata, el procés no difereix substancialment. En ser
les arees afectades molt més grans, hi aflueixen més quantitat de cel.lules
vasocentrals a partir d'altres zones del cos. En les cremades per nitrat de plata, en
les que l'area afectada és particularment gran i el procés de regeneracié dura molt
més temps, la migracié és molt manifesta.

Unions cel.lulars durant 1'evolucié del pseudoblastema

La formaci6 i desorganitzacié d'unions cel.lulars observades en les cél.lules
vasocentrals, en funcié del seu estat sedentari o migratori, permet especular el
possible paper que les unions juguen en la formacié i evolucié del
pseudoblastema, especialment en la fase de retraccié.

El conjunt d'interaccions que manté la coheréncia de les agrupacions de
cél.lules vasocentrals en el teixit vasofibrés (imbrincacié de projeccions
citoplasmatiques, interaccions evidenciades per la preséncia de material fibril.lar
connectant les membranes plasmatiques de les cél.lules veines i unions cel.lulars
especialitzades amb la matriu), es desconnecta abans d'iniciar-se la migracié.
Després que shan concentrat en el pseudoblastema, les cel.lules comencen a
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crear noves unions entre elles per donar solidesa al teixit. Aquestes, a diferéncia
de les que es troben en la fase de repods, sén unions intercel.lulars especialitzades
visibles en ME. La preséncia de material fibril.lar que connecta les membranes
plasmatiques de les cél.lules veines a través d'un espai molt estret, de 17-20 nm,
es relaciona, com en el cas de les unions de l'estadi de repds, amb molécules de
superficie cel.lular mediadores de l'adhesié.

La transformaci6 d'aquestes unions en la posterior evolucié del
pseudoblastema i la formacié d'unions amb la matriu, es relaciona amb el
" moviment de retraccié. Finalment totes les unions sén de nou desconnectades,
abans que les cél.lules deixin el pseudoblastema.

Les unions entre les cél.lules del pseudoblastema també han estat
observades a Helobdella stagnalis (Cornec, 1984). En aquesta espécie, les cél.lules
fagocitaries connectives formen una xarxa densa amb unions tipus desmosoma
entre els seus cossos cel.lulars i tipus unié septada en les projeccions
citoplasmatiques, mentre que els celomocits, que es troben distribuits per la
periferia del pseudoblastema, estan agrupats de forma menys compacte, amb
unions tipus desmosoma.

Tal com sha proposat per les unions de les ceél.lules vasocentrals amb la
matriu en 'estat de repos (vegeu histologia normal, pag. 125), és raonable pensar
que els filaments que connecten les unions cel.lulars del pseudoblastema vistos
amb MET i els filaments d'actina vistos amb el marcatge amb fal.loidina sén el
mateix. Un fet que déna suport a aquesta hipotesi és l'observacié en preparacions
marcades amb fal.loidina, de feixos d'actina en el pseudoblastema aparentment
més llargs que les propies ceéllules. Aquest fet s'explicaria facilment per la
continuitat dels feixos d'una cel.lula a altra a través de les unions observada en
MET. Per aquests motius sembla que, en el cas d'Hirudo medicinalis, aquestes
unions serien de tipus adherens, o sigui, unions d'ancoratge connectades al
citosquelet d'actina, i no desmosomes o hemidesmosomes els quals pertanyen a les
unions d'ancoratge connectades als filaments intermediaris. Donades les
diferéncies quant a la constitucié cel.lular del pseudoblastema respecte a les
altres espécies estudiades, no es pot generalitzar aquesta hipotesi.

Un altre tipus important d'unions sdén aquelles que uneixen el
pseudoblastema amb les fibres musculars. A pesar que ja Myers (1935) havia
observat que les cél.lules del pseudoblastema resseguien algunes fibres adjacents
a Placobdella parasitica, no hi ha constancia d'unions entre ceél.lules del
pseudoblastema i fibres musculars en els hirudinis. En el cas d'Hirudo
medicinalis, durant la fase de retraccié, els contactes entre les céllules del
pseudoblastema i les fibres musculars sén molt evidents. Els contactes estrets de
les membranes plasmatiques i1 les unions especialitzades asseguren el
manteniment dels lligams entre aquests dos tipus cel.lulars. A més, les cél.lules
del pseudoblastema també estan lligades a la matriu que envolta les fibres per
mitja d'unions col.locades molt aprop dels contactes amb les fibres musculars.
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Contraccio de la ferida

Durant la retraccié del pseudoblastema es produeix un important tancament de 1a
ferida (fig. 310). El pseudoblastema disminueix la seva amplaria i arrosega els
teixits contigus provocant el tancament. El fenomen d'acostament dels marges de
la ferida durant el procés de regeneracié, anomenat contracci6 de la ferida, és
comu en el procés de regeneracié de ferides a vertebrats (Skalli i Gabbiani, 1988,
Garana et al, 1992) i és important clinicament per reduir la mida de la ferida.

Fig. 310. Procés d'evolucié del pseudoblastema en relacié a la contraccié de la
ferida. (1) Acumulacié de les cél.lules vasocentrals per formar el pseudoblastema
en una ferida oberta. (2) Pseudoblastema madur epitelitzat. Els marges de la
ferida encara no s'han acostat. (3) Inici de la retraccié del pseudoblastema i dels
contactes amb les fibres musculars. S'inicia 'acostament dels marges de la ferida.
(4) Fase de contraccié de la ferida. El pseudoblastema es troba totalment
retractat, observant-se for¢a punts d'unié amb les ﬁbres musculars, mentre que els
marges de 1a ferida j ja s’han acostat.

En els vertebrats, aquest fenomen es veu facilitat per la preséncia de
miofibroblasts en el teixit de granulaci6, que, en contraure's al llarg de linies
d'estrés orientades paralel.lament a la superficie, produeixen un considerable
tancament de la ferida (McCarthy et al, 1988). Aquests miofibroblasts sén ceél.lules
afusades que tenen nombrosos feixos de filaments d'actina. Es creu que es
diferencien a partir de fibroblasts proxims a la ferida, tot i que hi ha estudis que
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suggereixen que també poden provenir d'altres fonts, com pericits i macrofags
(Skalli i Gabbiani, 1988). Coordinen funcions de secreci6 de la matriu 1 de
contraccié (Garana et al, 1992). Els feixos d'actina, que s'anomenen fibres d'estrés,
poden mesurar 2 pm de diametre, normalment estan disposats paralel.lament a
l'eix major de la cél.lula i poden radiar de punts focals (Skalli i Gabbiani, 1988).

Les cel.lules del pseudoblastema durant la fase de retraccié presenten
feixos de filaments d'actina amb una disposicié semblant a les fibres d'estrés dels
miofibroblasts.

En el cas de les cél.lules vasocentrals és de remarcar que els feixos de
d'actina hi s6n presents ja en la fase de repos. En canvi, les cél.lules a partir de les
quals s'originen els miofibroblasts no tenen fibres d'estrés i han de sofrir un
procés de diferenciacié.

Els filaments d'actina de les cel.lules vasocentrals semblen ser els
responsables dels moviments durant la migracié i, molt probablement, durant els
canvis que sofreix el pseudoblastema. Durant aquesta fase els feixos de filaments
citoplasmatics, que com s'ha dit préviament corresponen molt probablement als
feixos d'actina detectats amb la fal.loidina, esdevenen for¢a més conspicus.

Sembla que 1'accié conjunta de les cél.lules del pseudoblastema i les fibres
musculars podria ser la responsable de la contraccié de la ferida. Totes les
evidéncies suggereixen que les cél.lules del pseudoblastema sén les forces motrius
del moviment de tancament de la ferida i que les fibres musculars actuen com a
ancoratges per facilitar el procés (fig. 311, A). Aquesta hipdtesi es basa, d'una part,
en la preséncia en les ceél.lules del pseudoblastema de feixos de filaments d'actina
amb una disposicié semblant a les fibres d'estrés dels miofibroblasts. D'altre part,
la situacié de les fibres musculars, bé en els marges del pseudoblastema sense
atravesar-lo o bé en la part basal, amb una disposici6 sovint paral.lela a la
superficie 1 desviades en els punts d'unié, com si haguessin estat arrossegades per
la traccié del pseudoblasteama (fig. 311, A), fa dificil pensar que siguin aquestes
les responsables del moviment de contraccié. Perque aquestes fibres musculars
fossin responsables de la for¢ca de contraccié, haurien d'atravessar el
pseudoblastema i estar disposades paral.leles a la direcci6 d'acostament dels
marges de la ferida (fig. 311, B) o bé estar situades en la base del pseudoblastema
en direccié perpendicular a la superficie perque, en estirar el pseudoblastema
cap a l'interior de l'animal, es produis un acostament dels marges de la ferida (fig.
311, C).
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Fig. 311. Esquema de diferents
models possibles del mecanisme de lg
contraccié de la ferida. ‘

(A) Situacié observada: e}
pseudoblastema en retraccié s'uneix a
fibres musculars de la paret corporal a
les que desvia de la seva posicig
original, al mateix temps que els
marges de la ferida s'acosten.

(B) Model en el qual la contraccié de 1a
ferida es déna per contraccié de fibres
musculars disposades paral.lelament
a la direccié6 del moviment de
tancament.

(C) Model en el qual el tancament es
déna per contraccié de fibres
musculars que estiren el
pseudoblastema, el qual, a la seva
vegada, arrossega els teixits, produint
el tancament.

E: epiteli. M: fibra muscular. P:
pseudoblastema.

Les forces exercides per aquestes cél.lules han de ser transmeses als teixits
del voltant.

Les unions que formen les cel.lules del pseudoblastema entre si i amb la
matriu podrien tenir un paper important actuant com a punts de conexié dels
filaments contractils, permeten la distribucié passiva de forces de cada cel.lula del
pseudoblastema al pseudoblastema com un tot, i del pseudoblastema als teixits
adjacents que estan essent estirats.

En els vertebrats s'ha descrit una probable connexié entre els
miofibroblasts i la matriu extracel.lular, anomenada fibronexus, que consisteix en
una aparent continuitat entre les fibres d'actina intracel.lulars i les fibres de
fibronectina de la matriu extracel.lular (Skalli i Gabbiani, 1988). Les unions entre
les ceél.lules del pseudoblastema en fase de retraccié d'Hirudo medicinalis, amb
convergéncia de filaments, molt probablement d'actina, cap a les unions 1
preséncia de material filamentés en l'espai intercel.lular, presenta certa similitud

242




pseudoblasterna

amb el fibronexus, i podria representar un mecanisme transmissor de les forces de
tensi6 a través de l'espai extracitoplasmatic cap a les cél.lules veines.

En les cremades per cauteritzacié també es produeix el fenomen de
contracci6é de la ferida, la qual passa d'uns 2-2,5 mm d'amplaria en els periodes
inicials a una 0,8-1 mm en la fase de retraccié del pseudoblastema. La contraccié
- queda també confirmada per la preséncia de plecs en l'epiteli i per la disposicié
dels teixits subjacents.

En el cas de la regeneracié de cremades per nitrat de plata, no es produeix
una retraccié tan evident del pseudoblastema. El pseudoblastema, que recobreix
una gran area, forma en alguns punts petites falques que penetren cap a l'interior
del cos, i a diferents llocs presenta contactes amb les fibres musculars. En algun
d'aquests punts de contacte es pot observar com es produeix una retraccié local
que es tradueix amb una invaginacié del tegument. En aquestes ferides el
mecanisme de retraccié també sembla actuar per limitar l'area afectada, encara
que el resultat és més dificil d'observar, donada la poca homogeneitat en
l'amplaria de les cremades practicades.
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REEPITELITZACIO

Procés de reepitelitzacio

El procés de reepitelitzacié descrit a Hirudo medicinalis segueix el mateix patré
que en altres anel.lids. L'epitelitzaci6 comenca en els marges de la ferida, i les
cél.lules avancen formant una capa continua per sobre del tap cel.lular
previament format (fig. 312).

A diferéncia dels hirudinis, l'epiteli dels oligoquets té una poblacié de
cél.lules basals a més de les columnars. E]l paper d'aquests dos tipus cel.lulars en
la reepitelitzaci6é no és gaire clar. Segons Chapron (1964), les cél.lules basals sén
responsables de la re-epitelitzacié, mentre que les cél.lules columnars que es
troben al damunt degeneren. En canvi, segons Burke (1974 a, b), les cel.lules
columnars sén les cél.lules migratories, mentre que les cél.lules basals actuen
només com a substrat amb funcions fagocitaries.

i
RN
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Fig. 312, Esquema que mostra el .procés d'epitelitzacié. (A) epiteli normal. (B)
cel.lules epitelials aplatant-se, mostrant la translocacié del nucli cap a la regié apical i
la desorganitzacié del citosquelet. (C) epiteli migrant per sobre el substrat. (D) epiteli
reestablert mostrant la reorganitzacié del citosquelet. (E) epiteli recobrant la forma
original, per elongacié del citoplasma i translocacié del nucli a la regié basal. (F)
epiteli cicatricial.
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Hirudo medicinalis presenta algunes diferéncies respecte a altres
hirudinis. L'inici de la reepitelitzacié és molt més rapid que a Piscicola salmositica
(Rhynchobdellida) en qué, segons LeGore i Sparks (1971), en ferides
d'aproximadament el mateix ordre, I'epitelitzacié no s'inicia fins als 4 dies. La pauta
d'epitelitzacié és més similar a la d'Helobdella stagnalis (Rhynchobdellida), en la
qual, segons Cornec (1984), l'epitelitzacié comenc¢a entre les 2 i 6 hores, per
obtenir un epiteli cicatricial complet a les 12 hores.

Respecte als canvis ultrastructurals que acompanyen la migracié cel.lular,
Burke (1974, b), en el seu estudi a nivell ultrastructural de l'epitelitzacié d'Eisenia
foetida (Oligochaeta), menciona només un petit grau de desorganitzacié, consistent
en una disminucié del nombre d’hemidesmosomes i tonofilaments. Aquest fet
contrasta amb les observacions fetes a Hirudo medicinalis, en les quals es fa
palesa la total desconnexi6 entre els hemidesmosomes 1 els tonofilaments durant
la fase mobil, desconnexi6 que sembla necessaria per a la migracié de l'epiteli. En
hirudinis no s'han descrit canvis de les unions o del citosquelet durant aquesta
fase.

Un cop completat el procés de migraci6, la reestructuracié del citoesquelet i
de les unions dérmiques és el que determina la consolidaci6 de l'epiteli. La
recuperacié de la forma columnar i la translocacié del nucli a una posicié basal
depenen de si la capa epitelial déna prou de si (ferides per incisié) o no (ferides per
‘cauteritzaci6 amb nitrat de plata). En aquest darrer cas les ceél.lules epitelials
resten molt disteses.

La formacié d'un epiteli cicatricial amb les caracteristiques d'un epiteli
normal, perd que, almenys durant un cert temps, no s'acompanya d'elements
glandulars, és comd amb altres hirudinis (Cornec, 1984) i amb oligoquets
(Chapron, 1964; Jamieson, 1981).

Mecanismes cel.lulars de la migracié

S'han proposat dos models per explicar el mecanisme cel.lular d'avang de la capa
epitelial: s6n els anomenats model de rodament i model de lliscament (Stenn i
DePalma, 1988). Segons el model de rodament, propi d'epitelis pluriestratificats,
les cel.lules del marge d'avan¢ roden unes sobre les altres, lligant-se
successivament al substrat i fent avancar el marge de l'epiteli; els
hemidesmosomes basals es regeneren rapidament en les ceél.lules que
successivament van assolint el marge (fig. 313, A). Per contra, en el model de
lliscament, considerat més propi d'epitelis simples, és tota la capa epitelial que
avancga i els hemidesmosomes no es formen fins acabada la migracié6 (fig. 313, B).
Dins el model de lliscament, els mecanismes d'avang de la capa epitelial varien
lleugerament segons l'organisme estudiat. Vaughan i Trinkaus (1966) descriuen la
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migracié en cultius de cellules epitelials d'embrions de pollastre, en la qual
només les cel.lules del marge d'avang¢ s6n adherents al substrat i responsables del
moviment. Mahan i Donaldson (1986) descriuen la migracié de l'epiteli pla
estratificat a la salamandra que es realitza segons el model de lliscament, amb la
particularitat que totes les cél.lules de la capa, i no tan sols les marginals, sén
adherents al substrat i contribueixen al moviment. En aquest darrer cas, les
cél.lules sovint intercanvien posicions entre si, indicant la pérdua de les
connexions cel.lulars laterals.

MODEL DE RODAMENT MODEIL. DE LLISCAMENT

Fig. 3138. Models del mecanisme cel.lular d'avang de la capa epitelial. Model de
rodament (A) la cél.lula capdavantera (1) esta fixa al sustrat, (B) la (2) avanca per
sobre, entra amb contacte amb el substrat i hi queda fixada. (C) succesivament les
cél.lules (3), (4) segueixen el mateix procés. Model de lliscament (D) i (E) la capa
epitelial avanca de forma unificada. (F) les unions amb el substrat no es
reestableixen fins acabada la migracié.

Dels dos models proposats, les sangoneres adopten el de lliscament. Tota la
capa avanca unificadament i els hemidesmosomes no es restableixen fins acabada
la migracié. A Hirudo medicinalis totes les cél.lules sén adherents al substrat.
Aquest fet és especialment palés en les cremades per nitrat de plata, on grans
superficies s’han de reepitelitzar i l'epiteli migratori, probablement de forma
artefactual, sovint queda separat del substrat, observant-se la preséncia de ponts
citoplasmatics que mantenen els contactes. El manteniment del complex d'unié
entre les cel.lules epitelials i de les unions amb la cuticula descarta qualsevol
possible intercanvi de posicions entre elles.
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Segons Burke (1974 b), a Eisenia foetida (Oligochaeta), el moviment de les
cel.lules epitelials sobre el substrat seria de tipus passiu, a causa, possiblement,
de 'expansié d'un epiteli préviament comprimit. A Hirudo medicinalis, atesa la
preséncia de petits filopodis en les ceél.lules epitelials migratories i d'un llarg
lamelipodi en les cél.lules capdavanteres, el moviment sembla ser més aviat de
tipus actiu. La preséncia dels filopodis a totes les cel.lules, independentment de si
s6n capdavanteres o no, fa pensar que totes elles podrien col.laborar en el
moviment.

La distribucié dels tonofilaments, fortament reagrupats al voltant del nucli
durant el procés migratori, els descarta com a responsables de la locomoci6. A
Hirudo medicinalis s'observa, mitjan¢ant el marcatge amb fal loidina, la preséncia
d'actina en les cél.lules epitelials. Tot 1 que les cel.lules es veuen molt débilment
marcades, sense que es pugui observar la distribucié dels filaments ni un
increment del marcatge durant el procés de reepitelitzacié, els filaments d'actina
podrien ser responsables de la locomocié. Hi ha estudis que mostren la relacié
d'aquests microfilaments en els moviments migratoris de les capes epitelials.
Bereiter-Hahn et al (1981), en l'estudi de la locomocié de cél.lules epitelials
aillades en caps-grossos, han observat la preséncia d'actina i o-actinina en el
lamel.lipodi que emeten aquestes cél.lules en la direcci6 d'avanc i, segons aquests
autors, l'actina podria ser responsable de la locomocié.

Migracio epitelial i substrat

La migracié cel.lular requereix un substrat que doni un suport consistent a les
cél.lules 1 una série de canvis en les unions d'aquestes cel.lules amb el substrat. El
substrat sobre el qual descansen les cel.lules epitelials és la membrana basal, a la
qual estan unides per mitja dels hemidesmosomes i proteines integrals de
membrana (Bernfield, 1984). La lamina basal, situada en la interfase entre les
cél.lules epitelials i la matriu connectiva, s'ha descrit com una bastida que facilita
la reconstrucci6 del teixit després d'una ferida (Furthmayr, 1988).

En les primeres fases de la migraci6, mentre el citosquelet es desconnecta
dels hemidesmosomes, la membrana basal es desestructura. En mamifers, la
reepitelitzacié de ferides per incisi6 a la pell també comporta que les cél.lules del
marge d'avang de la capa epitelial que migra en direccié a la ferida perdin les
unions basals i que la membrana basal perdi definicié (Stenn i DePalma, 1988). A
Poligoquet Eisenia foetida no s’observa cap signe de degradacié de la membrana
basal dels marges de la ferida, on l'epiteli inicia la migracié, unicament una certa
distorsié (Burke, 1974 b).

Les nostres observacions mostren que les cél.lules del marge d'avang
migren directament per sobre del teixit connectiu o per sobre de les cél.lules del
pseudoblastema. L'avang de l'epiteli directament per sobre de la matriu connectiva
és un fet usual en la reepitelitzacié de ferides. Estudis in vitro sobre la migracié de
les cél.lules epitelials de mamifers dissociades en diferents substrats, mostren que
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aquestes sén capaces de migrar tant sobre constituents de la membrana basal:
col.lagen tipus IV, laminina i epibolina, com sobre els constituents de la matriu
connectiva: fibronectina i col.lagen tipus I i III. Aix6 suggereix que, in vivo, l'epiteli
migratori no es mou sobre una lamina basal definida sino que fa servir un substrat
diferent de l'epiteli estacionari (Stenn i DePalma, 1988). De fet, durant la
regeneraci6 de la ferida en la pell de mamifers, les ceél.lules epitelials adjacents al
marge de la ferida deixen la membrana basal i entren en contacte amb les altres
molécules de 1a matriu (Woodley i Briggaman, 1988). Per tant, el marge d'avang de
l'epiteli migratori no té unions basals normals, ja que en la matriu falten els dos
principals components de les unions intactes, la laminina i la col.lagena tipus IV
(Woodley 1 Briggaman, 1988).

Es notori, perd, que en el cas dels anel.lids, la capa epitelial migra tant per
sobre del teixit connectiu com per sobre d'un substrat cel.lular: el
pseudoblastema.

A Hirudo medicinalis, la membrana basal no es forma immediatament
acabada la migracid, tal com succeeix en els mamifers (Woodley i Briggaman,
1988), sin6é que durant un cert temps les cél.lules epitelials mantenen contacte
directe amb les cél.lules del pseudoblastema, observant-se en alguns punts
unions especialitzades. L'inici de la regeneracié d’aquesta membrana basal, pero,
es déna més aviat (a les dues setmanes) que en el cas de reepitelitzacié de ferides a
Poligoquet Eisenia foetida, en el qual no es reforma fins després de 30 dies (Burke,
1974 b).

Igual que succeeix en els mamifers (Woodley i Briggaman, 1988), la
restauracié de la membrana basal s'inicia als marges de la ferida, practicament al
mateix temps que el restabliment dels hemidesmosomes dérmics i la
reorganitzaci6é del citosquelet. El contacte amb el teixit connectiu sembla ser
necessari per a la formacié de la membrana basal, ja que en l'epiteli de sobre el
pseudoblastema no s'en observa neoformacié fins que es comenca a regenerar el
teixit connectiu.

Activitat mitotica en l'epidermis

Els diferents experiments realitzats per determinar l'activitat mitotica de
l'epidermis no han donat cap resultat positiu. Es possible que, tal com s'ha discutit
anteriorment, una baixa incorporacié de la BrdU en dificulti la deteccié. Els
resultats positius han estat molt escassos, limitats a un sol exemplar immadur. En
aquest exemplar, amb una ferida per incisié de 5 dies, no s'observava cap marcatge
a nivell de 'epidermis.

A Toligoquet Eisenia foetida, que té un nivell basal de mitosis en l'epiteli
normal, sembla que no hi ha sintesi de DNA fins després d’un cert temps de
completada la migracié, moment en el qual el nivell de mitosis s’incrementa per
sobre del normal als marges de la ferida (Burke, 1974 a).
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A Helobdella stagnalis, en comptatges de mitosis fets després del blocatge
amb colquicina, s'ha vist que el nombre de mitosis de l'epidermis creix a partir dels
4 dies (Cornec, 1990).

Els resultats obtinguts per Cornec (1990) mostren la capacitat de
proliferacié de l'epidermis i també la seva capacitat de resposta a una ferida.

En el cas d'Hirudo medicinalis, tot i que no es pot extreure cap conclusié
dels experiments per detectar renovaci6é cel.lular, hi ha un fet que, de forma
indirecta, pot donar alguna informacié. Els resultats observats en les cremades
per nitrat de plata indiquen que la capacitat mitotica de l'epidermis és més aviat
escassa. En cicatrius de dos mesos les ceél.lules epitelials mostren la distribucié
zonal caracteristica, amb una banda d'unié en la part superior i el nucli situat en
la porcié basal, perd la seva morfologia és ctbica i no columnar, presentant una
amplaria superior a les cél.lules normals. Molt possiblement, l'epiteli cicatricial
d'aquest tipus de cremades no té la morfologia columnar tipica a causa de la gran
superficie cremada. L’epiteli cicatricial prové de la migracié de l'epiteli de la zona
no afectada del voltant. Almenys en un periode de dos mesos, no sembla que hi
hagi hagut una proliferaci6é de ceél.lules epitelials suficient per reparar un epiteli
columnar ben constituit.
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REGENERACIO DE GLANDULES MUCOSES DEL TEGUMENT

Origen de les glandules mucoses en la zona cicatricial

Les glandules mucoses del tegument no participen en el procés migratori de la
reepitelitzacié. L'epiteli migratori esta format unicament per cél.lules no
glandulars, mentre que les glandules mucoses degeneren abans que s'inicii la
migracid, fet clarament observable en I'epiteli marginal de les cremades per nitrat
de plata.

S'ha observat regeneraci6é de glandules mucoses del tegument en la zona
cicatricial. Aquesta regeneraci6é es produeix especialment en els marges de la
cicatriu, alla on l'epiteli ha estat estirat per recobrir la ferida, perdo també en la
zona cicatricial, especialment quan la superficie afectada és amplia, com en el cas
de les cremades per nitrat de plata.

Els resultats indiquen que l'origen de les glandules mucoses sén les
cél.lules epitelials columnars.

Les observacions fetes mostren estadis intermedis entre les cel.lules
epitelials columnars i les cél.lules glandulars. A més dels estadis intermedis, hi
han diferents trets que mostren la relacié entre aquests dos tipus cel.lulars. Les
cél.lules glandulars mantenen complexos d'unié apicals amb les cel.lules
epitelials veines, idéntics als que mantenen les ceél.lules epitelials entre si, i la
membrana basal és continua amb la de les cél.lules epitelials.

En estudis fets en l'oligoquet Eisenia foetida, s'observa també regeneracié
de les glandules unicel.lulars mucoses del tegument (Chapron, 1964; Burke, 1974
a, b). Burke (1974 a) no observa sintesi de DNA en els elements glandulars del
tegument, fet que apunta a un origen per diferenciaci6 a partir d'un altre tipus
cel.lular. Les cel.lules glandulars no participen en el procés d'epitelitzacié de
ferides, ja que degeneren abans que §’inicii la migracié i no s'observen en l'epiteli
cicatricial fins a un cert temps deprés de finalitzada l'epitelitzaci6é (Burke, 1974 b).
Aquestes cél.lules deriven per diferenciaci6é de l'epiteli (Chapron, 1964), en concret
de les cel.lules epitelials columnars (Burke, 1974 b).

A l'hirudini rincobdel.lide Helobdella stagnalis, les dilatacions locals del
reticle endoplasmatic i l'aparici6 de granuls de secrecié de caracter mucés en
algunes cel.lules epitelials s6n signes inequivocs d'una diferenciaci6é glandular a
partir de les cél.lules epitelials columnars (Cornec, 1990).
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Diferenciacio dels dos tipus glandulars: piriformes i
tubulars

El procés de diferenciaci6 de les glandules piriformes a partir de les cél.lules
epitelials columnars ha estat ben establert en MO en les cremades per nitrat de
plata. En canvi, en el procés de diferenciacié de les glandules tubulars, no s’han
pogut observar tots els estadis.

Fig. 314. Esquema de la regeneracié d'una glandula piriforme. Es veuen diferents
estadis entre les cel.lules epitelials columnars i les glandules piriformes, comencant
per les ceél.lules epitelials clares de fina granulacié basofila, seguint per les de
citoplasma granulat, les formes immadures amb granuls secretors eosinofils i
finalment les formes madures. E: cél.lula epitelial columnar. BE: cél.lula epitelial
clara amb granulacié basofila. CE: cél.lula epitelial clara. EE: cel.lula epitelial clara
amb granulacié eosinofila. IP: glandula piriforme immadura. PG: glandula
piriforme madura.

La preséncia de formes intermédies entre les ceél.lules epitelials amb
granulacié eosinofila i les glandules piriformes, identifica a aquestes ceél.lules com
a un estadi de diferenciacié de les cel.lules epitelials cap a piriformes (fig. 314).

Les ceél.lules amb granulacié basofila s'identifiquen amb un estadi previ en
el procés de diferenciacié glandular, en el qual les cel.lules epitelials columnars
incrementarien el seu aparell sintetic. Aquest estadi podria ser comu per als dos
tipus glandulars, piriformes i tubulars.

Les dues tipologies de glandules immadures observades amb ME es
distingeixen pels signes evidents d'una gran activitat sinteética.

La ubicacié de les de tipus II a diferents nivells de la paret corporal 1 la
preséncia de dictiosomes com els caracteristics de les glandules tubulars de Dina
lineata, un hirudini pertanyent al mateix ordre que Hirudo medicinalis, permet
identificar-les com a estadis immadurs de les glandules tubulars.
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Les de tipus I s6n de més dificil identificacié. Aparentment i per eliminacié,
es podrien identificar amb les glandules piriformes. Tot i trobar-se situades a
nivells no molt profunds de la dermis, aquesta situacié no concorda amb les
observacions fetes amb MO, en queé les primeres etapes de la diferenciacié cap a
glandules piriformes semblen donar-se al mateix nivell de les cel.lules epitelials o
just per sota. La morfologia tan allargada del cos cellular tampoc sembla
correspondre's amb les glandules piriformes immadures. Tot i que aquestes
diferéncies no s6n tan grans com per poder descartar que siguin glandules
piriformes immadures, sembla més plausible que representin una etapa anterior
al tipus II en el procés de diferenciacié cap a glandules tubulars. Atés que amb les
técniques de ME només s'han observat les ferides per incisié i que en aquestes, en
afectar una area petita, és dificil observar elements glandulars en procés de
regeneracid, les glandules piriformes immadures haurien pogut passar
desapercebudes.

En l'estudi de la regeneracié de ferides per amputacié de la ventosa
posterior del rincobdel.lide Helobdella stagnalis, s'observa la preséncia simultania
de glandules piriformes i tubulars en el regenerant i el desequilibri numeéric
momentani a favor de les primeres (Cornec, 1990). Aquest fet i la preséncia
d'estadis intermedis entre els dos tipus glandulars, porten a l'autor a la conclusié
que les glandules piriformes i tubulars no sén dos tipus diferents, sino que sén dos
estadis de l'evolucié d'una mateixa linia. En el cas d'Helobdella stagnalis, les
glandules tubulars serien un estadi ultim de la diferenciacié glandular i les
piriformes un estadi intermediari.

Si be els dos tipus glandulars, piriformes i tubulars, tenen un origen comu
en les cel.lules epitelials columnars, sembla que a Hirudo medicinalis la
diferenciacié seria de tipus dicotomic, diferenciant-se unes cap a piriformes i les
altres cap a tubulars. Per tal que es donés el mateix procés que a Helobdella
stagnalis, les glandules tubulars immadures haurien de ser una transicié entre
l'estat de piriforme al de tubular. En canvi, aquestes cél.lules presenten un
citoplasma molt abundant, amb mostres d'activitat sintética important perd sense
encara quasi cap granul de secreci6 o restes que indiquin que provenen de
glandules ja madures. Per aquests motius se les identifica més facilment amb una
diferenciacié directa a partir de les cel.lules epitelials columnars, sense passar per
l'estadi de piriforme.
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REGENERACIO DE LA ZONA CICATRICIAL

Pel que fa referéncia als resultats finals del procés de regeneracié, resta una
cicatriu evident, que es detecta tant en observacié directa com en els talls
histologics.

Regeneracio de la matriu connectiva

En la regeneracié de la matriu connectiva de la zona cicatricial sembla que hi
intervenen dos mecanismes.

D'una banda, la sintesi per part de cel.lules del pseudoblastema en fases
avancades del procés de curacié, d'un recobriment fibrés forga conspicu, visible en
MET o en MO amb les técniques de marcatge amb la lectina PNA i d'impregnaci6
argéntica. Les observacions detallades del reticle endoplasmatic i de la matriu
intercel.lular durant 'estadi de retraccié del pseudoblastema, suggereixen que les
cel.lules vasocentrals tenen la capacitat de sintetitzar la matriu.

De l'altre, la infiltracié, a partir del marge del pseudoblastema, de matriu
connectiva del teixit circundant conjuntament amb perllongacions
citoplasmatiques dels fibrocits al voltant de les quals s'organitzen les fibres.

Teixit cicatricial

La zona cicatricial es manté diferenciada de la resta del teixit connectiu durant
periodes molt llargs, de fins a 8 mesos. Es caracteritza per una matriu on les fibres
de col.lagen s6n lleugerament diferents de les que es troben a la resta del teixit
connectiu, i que és colonitzada per ceél.lules connectives.

La preséncia de capil.lars, nervis i petites fibres musculars dels anuls en les
cicatrius de ferides per incisi6, indica que la regeneraci6, almenys en ferides que no
afectin arees molt importants, és for¢a completa.

En canvi, els teixits que han estat traumatitzats de forma més drastica, com
ara la musculatura de la paret corporal que ha estat seccionada en el tall o
eliminada en les cremades per nitrat de plata, no mostren regeneracio.

Pel que fa referéncia als resultats finals del procés de regeneracié, el tipus
d'organitzaci6 és equivalent al que es troba a Helobdella stagnalis (Cornec, 1984) i
contrasta amb la falta de colonitzaci6 cel.lular descrita a Piscicola salmositica
(LeGore 1 Sparks, 1971). La cicatriu descrita a Placobdella parasitica en la
regeneracio de la ferida produida per la fecundacié hipodérmica (Myers, 1935), ha
estat repetidament mencionada com a un unic cas de total regeneracié en teixits
d'hirudinis adults (LeGore i Sparks, 1971; Dales, 1978; Sawyer, 1986). En aquestes
ferides, cél.lules connectives que colonitzen l'area afectada a partir dels tres dies
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regeneren el teixit connectiu fins que aquest retorna a l'aspecte normal i no
s'observa cap cicatriu (Myers, 1935). En aquest cas, la falta d'una cicatriu
conspicua podria ser deguda simplement al fet que les ferides de la inseminaci6
afecten una area molt petita, no més gran de 120 yum, i que, en un estudi en MO
sense cap tipus de marcatge, és dificil detectar les petites diferéncies en les fibres
connectives.
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CARACTERiSTIQUES DELS DIFERENTS TIPUS DE FERIDES

Pel que fa referéncia a la pauta del procés de regeneracié, s’han de tenir en
compte els diferents tipus de ferides estudiats. Els processos de regeneracié de
ferides per incisi6 i de cremades, bé produides per cauteritzacié, bé per nitrat de
plata, presenten algunes diferéncies a remarcar. En la taula VI es resumeixen les
etapes del procés de regeneraci6 i es comparen les pautes temporals en els
diferents tipus de ferides.

tipus de ferida FERIDA PER CREMADA PER CREMADA PER

etapa INCISIO CAUTERITZACIO NITRAT DE PLATA
Comenga a o‘b’servar— 1h 19h 94 h
se acumulacié de
cél.lules vasocentrals
nici de / / 241
l'esqueixament dels
teixits
Pseudoblastema 4h 48 h 3 dies
consolidat
Despreniment dels / / 3-5 dies
teixits
Inici de la migracié 4h 48 h 3 dies
epitelial
Ferida totalment 24 h 4 dies 5-6 dies
recoberta per l'epiteli
Recuperacié de la ) 4 setmanes

, 6 dies 2 setmanes ..
morfologia columnar (recuperaci6
de 1'epiteli parcial)
Procés de retraccié deles48h als 6 deles 2 ales 4 al voltant de les 4

dies setmanes setmanes

h,uc} de la, i 10-14 dies 4 setmanes 4-5 setmanes
disgregacié del
‘pseudoblastema
Preséncia d'un teixit capalesb ? (Posterior a les 4
connectiu cicatricial setmanes setmanes i abans cap als 2 mesos

dels 3 mesos)

TAULA VI.- Taula compbarativa de la pauta temporal de les diferents etapes

del procés de regeneracié en els diferents tipus de ferides realitzades.
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Destaquen la major lentitud dels procesos de regeneracié dels dos tipus de
cremades i l'existéncia del fenomen d'escisié dels teixits en les cremades per nitrat
de plata. Les cremades es diferencien de les ferides per incisié per la important
preséncia de teixit necrotic i per l'abséncia d'exposicié a l'exterior de teixits, amb la
perdua de liquids tissulars que comporta. Aquests fets presuposen que el
taponament de la ferida no sigui necessariament immediat i que la fagocitosi sigui
molt més important. La quantitat de teixit afectat i la grandaria de la ferida també
sén factors determinants en el desenvolupament del procés. D'una banda, si la
quantitat de teixit necrotic és molt important es pot dificultar la seva reabsorcié,
podén ser aquesta la causa de la seva escisié. D'altre part, a major superficie més
lent sera el procés de reepitelitzacio.

Ferides per incisio

Tot 1 que en la discussié general s’han integrat les informacions obtingudes de
I'estudi de tots els tipus de ferides estudiats, la discussié s'ha basat principalment
en les ferides per incisid, ja que aquestes sén les que han estat estudiades amb més
detall en aquest treball i de les qual es disposa més informacié bibliografica en
grups afins (Burke, 1974 a,b,c; LeGore 1 Sparks, 1971; Cornec 1984, 1990). Per
aquest motiu en aquest apartat no ens referirem al seu procés d'evolucié.

Les caracteristiques diferencials de les ferides per incisié sén la preséncia
d'un tall que deixa al descobert els teixits de la paret corporal, amb un minim de
teixit necrosat, i una superficie afectada, en el cas dels talls realitzats,
relativament petita. Es per aixd que en aquest tipus de ferides els fendmens més
rellevants sén els referents al recobriment i tancament del tall, més que no pas
els relacionats amb l'eliminaci6 dels teixits necrotics.

Ferides per cauteritzacié6

Les cremades per cauteritzaci6 presenten una regeneracié més lenta que les
ferides per incisi6. En les primeres fases es produeixen fendmens de degeneraci6 1
d'inflamacié amb formacié de butllofes. L'acumulacié de cel.lules vasocentrals no
es fa palesa fins a les 12 h, for¢ca més tard que en les ferides per incisié, en les
quals els teixits queden exposats a l'exterior i es fa necessari un taponament de la
ferida. Cal remarcar, en aquest tipus de cremada, que les cél.lules vasocentrals se
situen externament a l'epiteli cremat, el qual posteriorment és reabsorbit.
L'epitelitzacié és també forca tardana, no s'inicia fins a les 48 h, atés que es
necessita un pseudoblastema ben constituit sobre el qual migrar.
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Fig. 315. Esquema del procés de curacié de les ferides per incisié. (A) Seccié transversal de
la paret corporal normal. (B) El tall deixa al descobert els teixits de les diferents capes de
la paret corporal i s'inicia la migracié de les cél.lules vasocentrals. (C) Les ceél.lules
vasocentrals s'acumulen per formar el pseudoblastema. (D) La ferida és reepitelitzada. (E)
El pseudoblastema sofreix una retraccié cap a l'interior de I'animal i es produeix una
contraccié de la ferida. (F) Formacié de la cicatriu. No es restauren les fibres musculars de

la paret corporal seccionades.
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Fig., 316. Esquema del procés de curacié de les ferides per cauteritzacié. (A) Seccid
transversal de la paret corporal normal. (B) La cremada provoca la necrotitzacié de l'epiteli
1 els teixits subjacents. Es formen butllofes en la part marginal i s'inicia la migracié de les
cél.lules vasocentrals. (C) Les cél.lules vasocentrals inicien la seva acumulacié per sobre de
I'epiteli necrosat i s'acumulen per formar el pseudoblastema. (D) Es consolida el
pseudoblastema.(E) La ferida és reepitelitzada i el pseudoblastema forma en varis punts
petites falques de retraccié cap a l'interior de 1'animal, contribuint a la contraccié de la
ferida. (F) Formacié de la cicatriu.
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Tot i tenint en compte les diferéncies del nostre model amb els mamifers,
les cremades observades, amb necrosi d'epidermis, dermis i capes musculars
externes; es podrien considerar analogues amb cremades de tercer grau (necrosi
coagulativa que afecta epidermis, dermis i teixits subjacents, sense formacié de
butliofes (Panke i McLead, 1985). La zona marginal, on apareixen butllofes per
separacié de cel.lules epitelials de la lamina basal amb exsudat a l'interior, té les
caracteristiques de les cremades de segon grau (necrosi que afecta l'epidermis i la
dermis, amb edema que causa separacié de les cel.lules epitelials basals de la
lamina basal, portant a la formacié de butllofes subepidérmiques (Panke i
McLead, 1985). La resoluci6 de la cremada en els mamifers comporta
substancialment les mateixes fases que en el cas de les ferides: inflamacié,
formaci6 del teixit de granulacié i remodelacié de la matriu (Panke i McLead,
1985), que, de la mateixa manera que succeeix en les ferides per incisi6, es poden
assimilar en certa manera al nostre model. La importancia que té la fase
inflamatoria en les cremades a mamifers (Panke i McLead, 1985), amb dilatacié de
vasos, extravasaci6 de cel.lules sanguinies, formaci6 d'edema i afluéncia de
cél.lules inflamatories; és molt més reduida en el cas d'Hirudo medicinalis, que es
limita a l'edema que forma butllofes en les parts marginals de la cremada i a
l'acci6 fagocitaria de les ceél.lules vasofibroses.

El procés de regeneracié de cremades descrit a oligoquets (Sparks, 1972)
presenta diferéncies remarcables amb el nostre model. En el cuc de terra
s'observa la formacié d'un acumul de cél.lules celomiques cap a les 6 h, el qual, a
diferéncia de nostre model, se situa just per sota del teixit cremat. Cap als 2 dies,
s'observa descamacié de teixit necrotic seguida de reepitelitzacié i la superficie
afectada queda recoberta per l'epiteli cap als 5 dies. Es de remarcar la capacitat
regeneradora d'aquests animals, en els quals, cap els 10 dies, la regeneracié dels
teixits és quasi completa.

El procés de regeneracié de cremades per cauteritzacié realitzades a
l'hirudini Piscicola salmositica (Sparks, 1972; LeGore i Sparks, 1973) s'assembla
més al descrit a oligoquets que al que s'ha observat a Hirudo medicinalis. Els
‘opledcits se situen també per sota dels teixits cremats i cap a les 24 hores tota la
massa de teixit necrotic es comenga a separar, encara que algunes restes de teixit
necrodtic queden englobades pel pseudoblastema i sén progressivament despreses
cap a la superficie. No es poden comparar el processos de regeneraci6 ja que les
cremades realitzades a Piscicola salmositica (Sparks, 1972; LeGore i Sparks, 1973)
eren molt extenses i provocaven la mort dels exemplars abans que es pogués
completar el procés.

El procés descrit a Piscicola salmositica (Sparks, 1972; LeGore i Sparks,
1973), pero, si que s'assembla al que s'ha decrit per a les cremades amb nitrat de
plata, en les quals la necrosi dels teixits és també molt extensa. Es possible que la
menor importancia i extensié de les cremades per cauteritzacié realitzades a
Hirudo medicinalis permeti la migracié de ceél.lules vasocentrals per sobre del
teixit necrotic i la reabsorcié d'aquest.
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Cremades amb nitrat de plata

En les cremades per nitrat de plata hi ha un fet que marca grans diferéncies amb
les cremades per cauteritzaci6. El nitrat de plata difon, per la qual cosa 1'area
afectada sera més gran. La seva preséncia en els teixits provoca un procés de
necrotitzacié 1 escissié de tota la zona afectada. Aixd representa una pérdua molt
important de teixits i una gran area d'exposici6 a l'exterior. La dificultat en el
tancament de la ferida que aixd comporta sembla ser la principal causant de 1'alta
mortalitat que es déna en aquest tipus de ferida, tot i que no es descarta que en
ocasions ho sigui el fet que el nitrat de plata penetri fins a la zona visceral i afecti
seriosament organs vitals.

El perill que representa aquesta gran area de teixits interns exposats a
l'exterior queda parcialment palés pel fet que ja abans que els teixits necrotics
s'escindissin, cap a les 24 hores, s'inicia I'acumulacié de ceél.lules vasofibroses just
per sota de la linia d'escissié, encara que no en forma d'un tap compacte. A més,
atés que la massa de teixit cremat s'escindeix de forma centripeta, als marges ja
s'ha iniciat l'epitelitzacié quan, cap els 3 dies, tot el teixit acaba de desprendrés.

Tot i que el procés d'epitelitzaci6 ja ha finalitzat entre els 8 i els 15 dies, el
pseudoblastema es manté per un temps molt més llarg, estant als 36 dies encara
ben consolidat, i no és fins als 2 mesos que ja s'’ha disgregat. Aquest fet pot estar
relacionat amb la necessitat de regenerar una matriu connectiva en la zona
afectada. Tot i que no s'observa regeneracié de gran quantitat de parénquima
connectiu, la grandaria de l'area afectada justifica aquesta llarga permanéncia.

En l'apartat anterior ja s'ha mencionat la similitud entre aquest tipus de
cremades i les efectuades per cauteritzacié a Piscicola salmositica (Sparks, 1972;
LeGore i Sparks, 1973). La gran quantitat de teixit necrosat en ambdos casos fa
dificil 1a seva reabsoci6, i aquest pot ésser el motiu per al qual tota la massa es
desprén després que per sota el teixit necrodtic s’han situat les cél.lules que formen
el pseudoblastema, els opleocits en el cas de Piscicola salmositica i cél.lules
vasofibroses en el d'Hirudo medicinalis. Aquest procés és també, en aquest
aspecte, similar al descrit en cremades per cauteritzacié a oligoquets (Sparks,
1972), discutit també en l'apartat anterior.

Fig. 317. Esquema del procés de curacié de cremades per nitrat de plata. (A) Seccid
transversal de la paret corporal normal. (B) La cremada provoca la necrotitzacié de 'epiteli
i els teixits subjacents i la formacié de butllofes en la part marginal. El nitrat de plata
penetra en els teixits i forma un front de precipitats. S'inicia la migracié de les cél.lules
vasocentrals (C) Les cél.lules vasocentrals s'acumulen per sota del front de precipitats al
mateix temps que s'inicia el trancament dels teixits als marges de la cremada. (D)
Progressa l'escisié de la massa de teixits afectats pel nitrat de plata (E) La massa de teixit
afectat només s'aguanta per alguns punts a l'animal. El pseudoblastema estd ben
consolidat i s'inicia el procés d'epitelitzacié als marges de la ferida, en els llocs en que la
massa necrotica ja s'ha separat. (F) La massa necrotica ja s’ha separat i la cremada esta
practicament epitelitzada. (G) Finalitza el procés d'epitelitzacié. El pseudoblastema forma
en varis punts petites falques de retraccié cap a l'interior de l'animal contribuint a la
contraccié de la ferida. (H) Formacié de la cicatriu. S'observa com 1'epiteli queda en contacte
amb fibres de la musculatura circular per la pérdua de grans procions de la paret corporal
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CONCLUSIONS

CONCLUSIONS GENERALS

El procés de curacié de ferides a Hirudo medicinalis consta d'una fase de formacié dun
tap cel.lular, el pseudoblastema, d'un procés de reepitelitzacié i de la formacié d'un
teixit cicatricial, com en els altres hirudinis estudiats (Myers, 1935; LeGore i Sparks,
1971 i Cornec, 1984).

Els diferents tipus de ferides realitzats -incisié, cauteritzacié i cremades per nitrat de
plata- segueixen el procés general. Presenten, pero, diferéncies relacionades
principalment amb la grandaria de la ferida i el grau de necrotitzacié dels teixits.

CONCLUSIONS ESPECIFIQUES

Formacio i evolucié del pseudoblastema

»

1- El pseudoblastema, a diferéncia d'altres espécies estudiades, esta format per un
sol tipus cel.lular, les cél.lules vasocentrals, provinents del teixit connectiu, en
particular del teixit vasofibrés. Aquestes cél.lules estan capacitades per realitzar les
diferents funcions que en espécies rincobdeél.lides fan diferents tipus cél.lulars. En
concret: taponament de la ferida, fagocitosi dels teixits necrosats i regeneracid,
almenys, d'una part de la matriu connectiva cicatricial.

2- Tot i que els resultats no sén concloents i caldria una altra aproximacié
experimental, s'ha vist que les cél.lules vasocentrals tenen capacitat proliferativa
durant. el procés de curacié de ferides. Es desconeix, pero, si la proliferacié es déna
dnicament en el teixit vasofibrés o també es déna en les cél.lules migratories i en les
que formen el pseudoblastema.

3- Totes les evidéncies indiquen que els feixos de filaments presents en les cél.lules
vasocentrals que connecten amb les unions especialitzades sén filaments d'actina.

4- En l'estadi de repds, al teixit vasofibrds, les cél.lules vasocentrals formen
agrupacions coherents, perd no mostren unions intercel.lulars especialitzades visibles
en ME. '
La coherencia del grup queda assegurada per les interdigitacions entre les
cél.lules vasocentrals i, probablement, per unions tipus adherens no especialitzades.
Les unions especialitzades amb la matriu sén de tipus adherens.

263




conclusions

5- En les primeres fases d'evolucié del pseudoblastema, les unions intercel.lulars
especialitzades sén unions adherens tipiques.

6- La contracci6é de la ferida es produeix per la retraccié del pseudoblastema que
arrossega els teixits contigus i provoca un tancament.

7- La forga motriu que provoca la contraceié de la ferida vindria donada pels filaments
d'actina de les cél.lules del pseudoblastema. Les fibres musculars implicades
servirien de punts d'ancoratge, sense col.laborar activament en la contraccié.

8- La preséncia d'unions especialitzades caracteristiques de la fase de ¢ontraccié es
relaciona amb la transmissié de la forga de tensié. Aquestes unions connecten els
feixos de filaments d'actina citoplasmatics amb la matriu o d'una cél.lula a I'altre. No
sén unions adherens tipiques, ja que no lliguen una cél.lula amb l'altra directament,
siné que estan interconnectades a través d'espais intercel.lulars amplis per material
filamentés. Aquest material podria representar un mecanisme transmissor de les
forces de tensié a través de l'espai extracitoplasmatic.

Reepitelitzacio

1- L'epitelitzacié s'inicia quan el pseudoblastema esta consolidat i segueix el mateix
patré que la reepitelitzacié de ferides en epitelis monoestratificats de vertebrats, es a
dir, per migracié de tota la capa per sobre del substrat, segons I'anomenat model de
lliscament.

2- La desconnexié dels tonofilaments amb els hemidesmosomes i la desestructuracié
dels hemidesmosomes dérmics sembla necessaria per a la migracié de l'epiteli. En
canvi, el complex d'unié lateral es manté durant tot el procés, conservant la coherencia
necessaria perqué l'epiteli migri com una capa unificada.

3- Les unions basals de l'epiteli amb el pseudoblastema no sén similars als
hemidesmosomes basals ni estan connectades amb els tonofilaments, siné que
presenten el mateix aspecte que les unions intercel.lulars de les primeres fases
d'evolucié del pseudoblastema.

4- La regeneracié de la membrana basal de l'epiteli no s'inicia fins que no s’ha
comencat a regenerar matriu connectiva i els hemidesmosomes basals no es tornen a
formar fins que no s'ha reestablert la membrana basal.

Regeneracio glandular

264

1- Les cél.lules glandulars mucoses del tegument no acompanyen a la resta de 'epiteli
en el procés migratori, sinéd que degeneren abans que s'inicii la migracié, igualment
que en el cas dels oligoquets (Burke, 1974 b).
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2- Les cél.lules epitelials clares amb granulacié basofila que es troben disseminades
en l'epidermis cicatricial s'identifiquen amb un estadi inicial del procés de
diferenciacié glandular, en el qual les cél.lules epitelials columnars incrementen el seu
aparell sintétic. Aquest estadi podria ser comu per als dos tipus glandulars,
piriformes i tubulars.

3- Les cel.lules epitelials amb granulacié eosinodfila sén estadis immadurs de les
glandules piriforms.

4- Les cél.lules riques en saculs del reticle endoplasmatic rugés i amb dictiosomes
caracteristics de glandules tubulars, s'identifiquen amb glandules tubulars
immadures.

5- La preséncia a les glandules tubulars madures d'una membrana basal continua
amb la de la resta de l'epiteli i I'existéncia de complexos d'unié apicals idéntics als de
les cél.lules epitelials, indiquen, també per aquestes glandules, un origen epitelial.

6- La diferenciacié dels dos tipus glandulars, piriformes i tubulars, és de tipus
dicotdomic, a diferéncia d'altres hirudinis en els que les piriformes sén un estadi
intermediari i les tubulars l'estadi dltim (Cornec, 1990).

Regeneracio de la cicatriu

1- En la regeneracié de la matriu connectiva hi intervenen dos mecanismes. D'una
banda, les cél.lules del pseudoblastema sén responsables, almenys, del recobriment
fibrés que presenten en l'estadi de retraccié. D'altra banda, es produeix infiltracié de
matriu connectiva i de processos citoplasmatics dels fibrocits pels marges del
pseudoblastema.

2- El teixit cicatricial encara es diferencia del teixit normal 8 mesos després de la
realitzacié de la ferida.

La matriu connectiva normal presenta diferéncies segons les regions del cos.
Les fibres del teixit perivisceral presenten el cortex prim, amb les fibril.les
organitzades paral.lelament a l'eix de la fibra. En canvi, les fibres de la dermis i teixit
connectiu intermuscular tenen el cortex gruixut, amb fibril.les que s'organitzen
paral.lament en la zona proximal a la medul.la i de forma desorganitzada en la part
més distal.

A la cicatriu, tot i trobar-se en la zona dérmica o intermuscular, les fibres
connectives sén del tipus prim.

3- A la cicatriu es déna colonitzacié per part de fibrocits petites fibres musculars i
nervis.

4- Durant periodes de 2 a 3 mesos no es regeneren les grans fibres musculars de la
paret corporal seccionades o escindides.
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1- En les ferides per incisié els fendmens més importants sén el recobriment i
tancament del tall.

2- En les cremades per cauteritzacié sén importants els fenomens d'eliminacié de
teixits necrotics. Els teixits no queden exposats a 1'exterior i per tant no és necessari
un taponament de la ferida, siguent l'acumulacié de cél.lules vasocentrals forca més
tardana que en les ferides per incisié. El pseudoblastema se situa externament a
I'epiteli cremat que posteriorment és reabsorbit. En tractar-se d'una superficie forg¢a
gran, la reepitelitzacid, retraccié i disgregacié sén també més lentes,

3- Les cremades per nitrat de plata presenten una quantitat molt important de
teixits necrosats, la qual no pot ser reabsorbida, produint-se I'escisié de tota la zona
afectada. La formacié prévia d'acumuls de ceél.lules vasocentrals, just per sota del
teixit necrdtic, evita que en produir-se 'escissié quedi una superficie molt important
de la paret corporal exposada a l'exterior. Aquest model de cremades també afecta
una gran extensid, per la qual cosa el procés és també forca lent.
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ANNEX 1

REACTIUS

TAMPONS
Borat pH 8,5 0,13 M (Hale,1965)

Solucié A:
12,404 g H3BO3 + 100 ml NaOH 1N/ 1 L HoO.,

Solucié B:
HC10,1 N.

A 65 ml de solucié A s'afegeixen 35 ml de solucié B per obtenir 100 ml de tampé
borat pH 8,5 0,13 M.

Cacodilat 0,1 M i 0,05 M pH 7,2 (Hayat, 1989)

cacodilat .......cooceviveiniiiiiiiiinn. 2,14 g (0,1 M)
Clo Ca oo 58,8 mg (4mM)
Clo Mg oo, 81,32 mg (4 mM)
SACATOSA v uvrrreeriiriintreresrsririrereeessnreraessessenns 4¢g

S'afegeixen 80 ml de HoO Per ajustar el pH a 7,2 s'afegeix CIH 0,1 N i s'enrasa a
100 ml amb H20 bidestil.lada obtenint una concentracié 0,1 M. Per a la seva

utilitzacié es dilueix a la mitad amb aigua bidestil.lada obtenint una concentracié
0,05 M.

Fosfat de Sorensen pH 7,2 0,05 M (Hale, 1965)

Solucié A:
11,876 g NaHPO4.2H9O/ 1L HoO

Solucié B:
9,078 g KHoPOy4/ 1L HoO

A 540 ml de solucié A s'afegeixen 210 ml de solucié B i 250 ml d'aigua destil.lada
per obtenir 1 L de tampé fosfat pH 7,2 0,05 M.

Fosfat pH 7,4 0,05 M (En "The cell proliferation kit", Amersham)

Enrasar a 1 L amb HoO destil.lada
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Fosfat sali (PBS) 0,1 M pH 7,4 (En "The cell proliferation kit", Amersham)

NagHPO4...ooovvvviveeicceecnnenne 115 ¢
NaHoPO4.2H2O0........cccocvnvvnene 2,96 g
NaCl...oovevirieeiiccriienceninnns 5,84 g

Enrasar a 1 L amb H9o0 destil.lada

Fosfat sali (PBS) 0,05 M pH 7,4

NagHPO4 .coooveiieenrvivveriinen, 5,75 g
NaH2P0O4.2H20.......ccccvvuunee. 1,48 g
NaCl.....cooovveiiiiiriiineeeiccens 5,84 ¢

Enrasar a 1 L amb H90 destil.lada

Tris maleat pH 7,4 0,01 M (Bancroft, 1975)

A 0,121 g de Tris (hidroximetil)-aminometano i 0,116 g d'acid maleic afegir 90 ml de
H20. Neutralitzar a pH 7,4 amb NaOH 0,2 N (uns 53 ml) i enrasar a 1 L amb

Ho0.

FIXADORS

Alcohol acid (En "The cell proliferation kit", Amersham)

Etanol absolut.....c.ccovvevvenervrninnnne. 90 ml.
Acid acltiC...cccvvriviiieiiiiiiiieeeiieenn, 5 ml.
HoO oo 5 ml

Formol al 10% creta (Bancroft, 1975)

Formol al 10% tamponat a pH 7 amb carbonat de calci

Formol al 10% en tampé fosfat de Sérensen pH 7,2 0,05 M (Bancroft, 1975)

A 900 ml! de tampé fosfat pH 7,2 0,05 M sdfegeixen 100 ml de formol (formalina
40%) per obtenir 1 L de formol al 10%.

Formol 10% en PBS 0,1 M pH 74 (En The cell proliferation Kkit,
Amersham)

A 900 ml de tampé fosfat sali (PBS) pH 7,2 0,1 M s'afegeixen 100 ml de formol
(formalina 40%) per obtenir 1 L de formol al 10%.
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Formaldehid-glutaraldehid en tampd cacodilat 0,1 M pH 7,2 (Roland,
1978)

Les solucions de formaldehid comercials porten metanol i no es poden fer servir
directament. Es pot obtenir formaldehid lliure de metanol a partir de
paraformaldehid.

A 20 ml d'aigua bidestil.lada s'afegeixen 2 g de paraformaldehid i es remena
energicament durant 5 minuts a 60° C. S'afegeix, gota a gota, una solucié d’hidroxid
sodic al 4% 1N fins que el liquid esdevingui ben transparent,

Es deixa refredar completament i s'afegeixen 50 ml de tampé cacodilat 0,1 M.
Finalment s'afegeixen 15 ml de glutaraldehid al 25% i s'enrasa fins a 100 ml amb
aigua destil.lada.

Liquid de Carnoy (Bancroft, 1975)

Etanol absolut.....ccooovvvviiiirirnnnn, 60 ml.
Cloroform......cccoceceieveviiieienniennnnns 30 ml.
Acid acttic.......ccoovevviviiiiieenriennnnns 10 ml

Tretraoxid d'osmi (Roland, 1978)

A partir de tretraoxid pur es fa una solucié al 2% amb aigua bidestil.lada. Es trenca
una ampolla de 0,5 g de OsO4 a dins un pot de vidre amb 25 ml de H20

bidestil.lada Aquesta solucié es pot guardar un cert temps molt ben tapada i a les
fosques. A 1hora de fer servir es dilueix amb un 50% de tampé cacodilat 0,1 M pH
7,2 per obtenir una solucié de tetradxid d'osmi al 1%.

SOLUCIONS FISIOLOGIQUES

Solucié fisiologica de Nicholss i Kuffler (Sawyer, 1986)

NaCl.ooooiiiieeiieie i, 115 mM
CaClo..iiiieieireeeiiiniinns 1,8 mM
RKCL.ooooiiiiiiiien, 4 mM

Enrasar a 1 L amb tamp6 tris maleat 10 mM

Solucié salina 0,6% 0,1 M.

REACTIUS PER A MICROSCOPIA ELECTRONICA

Acetat d'uranil (Hayat, 1989)

Solucié saturada d'acetat ddranil en aigua bidestil.lada- acetona 1:1

279



annex1

Citrat de plom (Hayat, 1989)

PBONOSZ). oot e seeees e s 1,33 ¢
Na(CgH507).2H20.....ccccccvv i 1,76 g
H20 bidestil.lada i bullida................... 30 ml

Agitar durant 30 minuts i afegir 8 ml de NaOH 1 N. Enrasar a 50 ml amb aigua
bidestil.lada bullida. ‘ '
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ANNEX 2

COLORACIONS

Blau d'alcia - PA-S (Bonet i Huguet, 1985)

Reactius:

- Blau d'aleia 1% en solucié aquosa.
- Acid periddic 1% en solucié aguosa.
- Reactiu de Schiff (Merck, 9033).

Procediment:

1- Tenyir amb blau d'alcia de 24 a 48 hores en una cambra humida.
2- Rentar rapidament amb aigua destil.lada.

3- Oxidar amb acid periddic durant 20 minuts.

4- Rentar amb aigua corrent durant 10 minuts.

5- Tractar amb reactiu de Schiff durant 15 minuts.

6- Rentar amb aigua destil.lada.

7- Assecar en placa calefactora 1 muntar.

Resultats:
Mucopoliscarids neutres i cuticula........coooeevvvivenennns rosa
Mucopolisacarids Acids....cocovvriiriiriiiiiiiiiineeeereeennes blau

Blau d'alcia (Bradford, 1976)

Reactius:
- Blau d'alcia 1% en acid acétic al 3%

Procediment:

1- Tenyir amb blau d'alcia de 24 a 48 hores en una cambra humida.
2- Rentar rapidament amb aigua destil.lada.
3- Assecar en placa calefactora i muntar.

Resultats:
Mucopolisacarids AcidS.....ccccvvvevivevrieriieieeiiieeeneieennne, blau

Blau de coomasie G (Huguet i Molinas 1985)

Reactius:
- Blau de coomasie G
Blau de coomasie G 10 mg.
Fosforic 85% 10 ml.
Alcohol 95% 5 ml.

Aigua destil.lada  enrasar a 100 ml.
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Procedimet:

1- Desparafinar i portar els tall a aleohol de 70.

2- Tenyir amb la solucié colorant durant 20 minuts.
3- Rentar amb aigua destil.lada acuradament.

4- Deshidratar rapidament i muntar amb Entellan.

Resultats:
El blau de coomasie, que en forma anidnica té un té vermellds, es transforma en

blau al unir-se als grups amino de les proteines, per la qual cosa les
estructures riques amb proteines es tenyeixen de blau.

Blau de Prussia (Bancroft, 1975)

Reactius:

- Solucié A: ferrocianur potassic al 2% (preparar abans de fer servir).
- Solucié B: acid clorhidric al 2%.
- Solucié colorant: Just abans d'utilitzar-la barrejar la solucié A amb la solucié

B al 50%.

Procediment:

1- Desparafinar i rehidratar els talls.

2- Tenyir amb la solucié colorant durant 5 hores.
3- Rentar amb aigua corrent.

4- Deshidratar i muntar amb Entellan.

Resultats.
I6 £erriC. i blau

Blau de toluidina (Humason, 1967),

Reactius
Blau de toluidina al 2% en aigua destil.lada

Procediment:

1- Desparafinar i rehidratar.

2- Tenyir amb blau de toluidina durant un minut.
3- Rentar amb aigua destil.lada de 2 a 3 minuts.
4- Deshiratar i muntar.

Resultats:
NUCHS..cci et eiee et e eeer e e e e eeraes blau intens
Mucopolisacarids Acids.....ccccceeevvcnreieeiicireneeeienn, lila-vermellds
Citoplasma......c.oeevvieriiiiiee e blau-verddés
Muscul oo e blau brillant

Blau de toluidina per seccions de G.M.A (Bonet i Huguet, 1985).

Reactius
- Blau de toluidina
Blau de toluidina lg
Tetraborat sodic lg
Aigua destil.lada 100 cc
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Procediment:

1- Tenyir amb blau de toluidina de 10 a 20 segons sota la flama, evitant
I'emissié de vapors.

2- Rentar rapidament i acuradament amb aigua destil.lada. Diversos passos
seran necessaris per retirar I'exés de colorant retingut pel plastic.

3- Assecar en placa calefactora i muntar.

Resultats:
NUCHS oot eee b e eeaes e eeeeanes blau intens
Mucopolisacarids Acids......coovvervreeerirernreriiiiiineenns lila-vermellés
Coloraci de fOonS.......coovivverriiiiiiineirvererrcee e e e e blavosa

Carmi boracic (Pantin, 1968)

Reactius:

- BEs fa una solucié concentrada de carmi boracic en una solucié de borax al 4% 1
es deixa bollir durant 1/2 h Es dilueix a parts iguals amb alcohol de 70%, es
deixa reposar 1 es filtre.

- Alcohol acid: 4 gotes de CIH conc. en 100 ml d'alcohol de 70%

Procediment:

1- Posar la mostre a alcohol de 70%.

2- Tenyir amb carmi boracic durant uns 15 min.

3- Diferenciar amb alcohol acid fins que quedi transparent i brillant.
4- Deshidratar amb alcohol al 90% durant 10 min.

5- Dos canvis d'alcohol absolut de 5 a 30 min. cada un.

6- Aclarir amb xilol.

7- Muntar amb Entellan.

Resultats:
NUCLIS ittt ettt s e ereerine e e nee vermell

Giemsa (Archer, 1966)

Reactius:
- Solucié mare de Giemsa (Sigma) diluida al 50 % en aigua destil.lada.

Procediment:

1- Assecar a l'aire les preparacions.

2- Fixar durant 2 minuts amb metanol absolut.

3- Tenyir durant 5 minuts anb la solucié colorant.

4- Rentar amb aigua fins que l'extensié tingui un color rosa.
5- Eixugar amb paper de filtre.

6- Examinar per immersié sense montar.

Resultats:
NUCHS tooveei i vermell-pirpura
Granuls basdfils .....cccoccvviiiiiiiii e, purpura fosc
Granuls eosinofils .........coviii vermell o vermell taronja
Granuls neutrdfils .......coooeeeiiiviiiiniiinen, vermell marronés o lila
CLtoplasma ......cvveeeviiiiiieeieie i e e de blavés a rosa
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Hematoxilina de Delafield-eosina, métode regresiu (Humason, 1967).

Reactius:

- Hematoxilina de Delafield
Solucié mare:

Hematoxilina 4g
Alcohol etilic 96% 25 ml
Solucié saturada d’alum amoniacal
(S04)2A1 NH4

(ca. 60 gr. d’alum) 400 ml
Glicerina 100 ml
Alcohol metilic 100 ml

Es dissold 'hematoxilina en alcohol etilic escalfant al bany maria i
s'afegeix gota a gota sobre la solucié d’alum. Es deixa reposar de 6 a 8
dies i després es filtra i s'hi afegeix la glicerina i 'alcohol metilic. Es
deixa madurar un minim de 6 setmanes en un recipient que no quedi
gaire ple, per afavorir Vairejament. Es conserva llarg temps en una
ampolla ben tapada.

Per a la utilitzacié s'ha de diluir en un o dos volums d’aigua destil.lada
(segons la quantitat de la solucié mare, el temps d’envelliment, i la
voluntat de loperador). Comprovar-ne l'estat tirant una gota de
colorant en un vas amb aigua carbonatada, s’ha d’observar un bon
viratge del color.

- Eosina al 2% en alcohol al 70%

- Alcohol acid:
etanol al 70 % 1000 ml
acid clorhidric conc. 1ml
- Alcohol amoniacal:
etanol al 70 % 1000 ml
amoniac conc. 1 ml.

Procediment:

1- Desparafinacié i rehidratacié6 dels talls

2- Coloracié en hematoxilina fins obtenir una sobrecoloracié (minim 16
minuts).

3- Rentar en abundant aigua corrent durant 3 minuts.

4- Diferenciar amb alcohol acid durat uns segons. Parar la diferenciacié amb
alcohol amoniacal i verificar al microscopi.

5- Virar I'hematoxilina amb alcohol amoniacal uns 3 minuts.

6- Tenyir de 5 a 7 minuts amb eosina.

7- Deshidratar i muntar.

Resultats:
NUCH ettt e s e st s rr e e seraasessnaes blau fosc
Citoplasma......ovvriiiiuiiiiir e eeeireiirssssss s sraeenesecenn vermell

Hematoxilina de Harris-eritrosina (Bonet i Huguet, 1985).
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Reactius:
- Hematoxilina de Harris.
Hematoxilina 5g
Alcohol absolut 50 cc
Sulfat aluminic-amonic 100 g
Aigua estil.]lada 1000 cc
Oxid de mercuri 2,5 cc
Acid aceétic glacial 40 cc



annex?2

Després de dissoldre 'hematoxilina en alcohol i el sulfat aluminic-
amonic en aigua, es barregen ambdues solucions i es fa bullir durant
un minut. Tot seguit s'afegeix 1'0xid de mercuri, es submergeix el
conjunt en un bany d'aigua ben freda i, quan la solucié sigui fresca,
s'afegeix l'acid acetic.

- Aigua de Scott.
Sulfat de magnesi 10g
Bicarbonat sodic 2g
Aigua destil.lada 1000 cc
- Eritrosina 1%
Eritrosina lg
Aigua destil.lada 100 cc
Procediment:

1- Tenyir amb hematoxilina 1 o 2 minuts

2- Rentar amb aigua destil.lada

3- Virar els talls amb aigua de Scott 2 minuts
4- Rentar amb aigua destil.lada

5- Tenyir amb eritrosina al 1% de 2 a 5 minuts
6- Rentar amb aigua destil.lada

7- Assecar en placa calefactora i muntar.

Resultats:
BT T USRI blau
CtOPlasma.....oooiivveiiiie et ee e e e e aaeenns rosat.

Impregnacié argéntica de Gomori (Bonet i Huguet, 1985).

Reactius:

- Permanganat potassic a 1% en solucié aquosa.

- Metabisulfit potasic al 2% en solucié aquosa.

- Sulfat férric amonic al 2% en solucié aquosa. (Preparar-la just abans de fer-la
servir).

- Plata amoniacal: ‘
A 10 cc d'una solucié aquosa de nitrat de plata al 10% s'afegeixen 2 cc d'una
solucié aquosa d'hidroxid sodic al 10%. El precipitat s'ha de redissoldre afegint
amoniac gota a gota. Segidament s'afegeixent unes gotes de la solucidé aquosa
de nitrat de plata al 10% fins que l'olor a amoniac desaparegui totalment.
Aquesta solucié es pot guardar a les forques i s’ha de diluir a la meitat amb
aigua destil.lada abans de fer-la servir.

- Formol al 6%.

- Solucié aquosa de tiosulfat sodic al 2%.

Procediment:

1- Oxidar durant 2 minuts amb permanganat.

2- Rentar amb aigua corrent. Posar i treure.

3- Blanquejar amb metabisulfit.

4- Rentar acuradament amb aigua corrent.

5- Tractar amb alum férric durant 1 minut.

6- Rentar amb aigua corrent durant 5 minuts.

7- Rentar acuradament amb aigua destil.lada.

8- Impregnar amb plata amoniacal durant 1 minut.
9- Rentar amb aigua destil.lada.
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10- Reduir amb formol durant 3 minuts.

11- Rentar acuradament amb aigua corrent.

12- Fixar amb hiposulfit de 30 a 60 segons.

13- Rentar amb aigua corrent. Posar i treure.
14- Rentar acuradament amb aigua destil.lada.
15- Assecar en placa calefactora i muntar.

Resultats:
Fibres reticulars.....ci i negre
Fibres collagenes. oo taronga
B RSl 5 =T O U O OT TSP PPPP gris

Orceina acética (Salé 1 Baguifia, 1984)

Reactius

- Solucié mare d'orceina acética (Enosa)
- Fixador de Carnoy (pag.)

-CIH1N

- Acid acetic al 5 %.

Procediment:

1- Fixar amb Carnoy durant 15 minuts.

2- Tractar amb CIH 1N durant 2 minuts a 20° C.

3- Tractar amb CIH 1N durant 6 minuts a 60° C.

4- Tenyir amb orceina acética de 5 a 15 minuts a temperatura ambient.
5- Diferenciacié amb acid acétic al 5 % durant uns 20 minuts

6- Muntar amb glicerina

Resultats:
Nuclis 1 figures mMitdtiQUeSs.....oocivvvverivreririrrerirereerieeens vermell

Suda per grasses i fosfolipids (Bayliss, 1984)

Reactius

- Suda negre B o suda vermell IV saturat en alcohol al 70 %, filtrat just abans
de fer servir

Procediment:

1- Submergir les seccions, procedents de criotomia postfixades amb vapors de
formol, en alcohol al 70 %.

2- Tenyir amb suda durant 15 minuts.

3- Diferenciar en alcohol de 70 % durant 1 o 2 minuts.

4- Tenyir amb orceina acética de 5 a 15 minuts a temperatura ambient.

5- Diferenciacié amb acid acétic al 5 % durant uns 20 minuts

6- Muntar amb glicerina o Aquovitrex

Resultats:
Colesterol insaturat.........ccccceeiiii i, negre o vermell
Esters del glicerol.........ccooiininiciininece e negre o vermell
FosfolPids...cocenrrririniieiiiniier e e gris pal.lid
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Suda per lipids (Bayliss, 1984)

Reactius

- Suda negre B o suda vermell IV saturat en alcohol al 70 %, filtrat just abans
de fer servir

- Brom en solucié aquosa al 2,5 %.

- Metabisulfit sddic al 0,5 % en solucié aquosa.

Procediment:

1- Deixar assecar a l'aire les seccions procedents de criotomia postfixades amb
vapors de formol

2- Submergir les seccions en la solucié de brom durant 30 minuts a temperatura
ambient dins una campana de fums

3- Rentar amb aigua i tractar amb metabisulfit sddic durant 1 minut per treure
I'exés de brom

4- Rentar amb aigua destil.lada

5- Submergir les seccions en alcohol al 70 %

6- Tenyir amb suda durant 15 minuts

7- Diferenciar en alcohol de 70 % durant 1 o 2 minuts

8- Muntar amb glicerina o Aquovitrex

Resultats:
Colesterol Insaturat...........cccvvveeeeeiccciineeeeennns negre o vermell
Esters del glicerol........ccocccvviiiinciiininnciienneecens negre o vermell
FoSfolIPIds.....ccovii ittt e et re s e r e eaae s gris
LeCitinesS. cvvivivirier i eerinene s nree e negre o vermell
Acids grassos 1liures........ccecvvvirvevereniieeeinnnn negre o vermell
Colesterol 1Hure.......ccovverivevvereciieinineenirineee s negre o vermell

Wright (Gabe, 1986)

Reactius
- Colorant de Wright (Panreac).

Procediment:

1- Assecar a l'aire les preparacions.

2- Tenyir amb el colorant de Wright de 3 a 5 minuts.

3- Afegir unes gotes d'aigua destil.lada fins que es vegi un reflex metal.lic.
Deixar-ho de 3 a 5 minuts més.

4- Rentar amb aigua corrent.

5- Eixugar amb paper de filtre.

6- Examinar per immersié sense montar.

Resultats:
NUCHS i blau fosc o purpura
Granuls basdfils ...oocceeeiiiviii purpura fosc
Granuls eosindfils ......cococvvvveeiviverriiienenns vermell o vermell taronja
Granuls neutrdfils ......ccooceeeeriiiineee e, vermell marronés o lila
Citoplasma .......covveeeiiiiiiiciee e de blavds a rosa
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