SCIENTIA gerundensis, 11 3949, (1985)

ESTRUCTURA I ULTRASTRUCTURA DEL REVESTIMENT

CUTICULAR DE DINA LINEATA (O.F. MULLER, 1774)
(HIRUDINEA)

Gemma Huguet Blanco 1 M. Lluisa Molinas de Ferrer

Departament de Biologia del Col-legt Universitari de Girona.
C/ Hospital, 6. 17071 Girona. Spain

RESUM

La cuticula de la paret dei cos de Dina lineata consta dc tres estrats: fibrds, amorf i
epicuticular. L'estrat fibrés estd format per fibres de col-lagena immerses en una
matriu mucopolisacarida neutre. L'estrat amorf estd constituit per la mateixa matriu de
I'estrat fibrés i forma una banda més densa en ¢l seu limit superior, on estan
implantades les projeccions epicuticulars, portadores d'un revestiment filamentds
probablement de naturalesa mucopolisacarida acida. Procedents de les ceél-lules
epitelials s'internen en la cuticula microvellositats que afloren entre les projeccions
epicuticulars. La cuticula estd fortament vnida a I'epidermis per mitja d’hemidesmoso-
mes.

RESUMEN

La cuticula de la pared corporal de Dina lineata consta de tres estratos: fibroso, amorfo
y epicuticular. El estrato fibroso estd formado por fibras de coldgeno rodeadas por una
matriz mucopolisacirida neutra. El estrato amorfo estd constituido por la misma matriz
del estrato fibroso y forma una banda mds densa en su limite superior, donde estan
implantadas las proyecciongs epicuticulares, partadoras de un revestimiento filamento-
so probablemente de naturaleza mucopolisacrida 4cida. Procedenics de las céiulas
epiteliales se internan en la cuticula microvellosidades que afloran entre las proyeccio-
nes epicuticulares. La cutfcula estd fuerternente unida a la eptdermis por medio de
hemidesmosomas.

ABSTRACT

The authors describe the body wall cuticle of Dina fineata {Hirudinez, Erpobdellidae).
The cuticle, 1,15 micrometers wide, shows three stratums, the basal fibrous stratum,
the amorphous stratum and the epicuticula. The fibrous stratum conteins up to twelve
layers of collagen bundles arranged parallel to the body surface embedded i an
amorphous neutrat mucopolisacarid matrix. The collagen fibrils, 400 A ca. in diameter,
show no striation and are thicker than non cuticular collagen and the vertebrate's
collagen. The amorphos stratum is composed of the same matrix which forms a densc
line in the upper surface where the epicuticular projections lay. The epicuticle consists
of the epicuticular projections uniformelly arranged with a density of 123 per square
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micrometer ca. Covering the projections we can see a filamentous coat like a
glycocalix, which can be responsible for the positive reaction to the acid mucopolisaca-
rides test seen in the apical surface of the cuticle. The columnar cells show an intimate
relation to the cuticle because of the presence of microvilli which cross the cuticle and
project in the epicuticular stratum and also because of the hemidesmosomes which
firmily join the cells. At the hemidesmosomes level the cuticle shows perpendicular
oriented collagen fibrils.

Key words: Dina lineata, cuticie, collagen, glycoczhx, microvilli, hemidesmosome, electron
microscopy, histochemistry, Hiradinea.

INTRODUCCIO

El treball que presentem a continuaci¢ és P'estudi estructural 1 ultraestruc-
tural de la cuticula de Dina lineata (O.F. Miiler, 1774}, i és el primer d’una
série de quatre articles en els quals es fa la descripei6é de la morfologia del
tegument d’aquesta espécie.

El tegument dels hirudinids ha rebut poca atencié. La major part de les
dades s6n estudis parcials del tegument &’ Hirudo medicinalis, espécie que
pel seu interds terapéutic 1 per ésser un excel-lent model de regeneracid
neuronal acapara l'atencid d’un nombre elevat d’estudiosos {Berchtold et
al. 1985; Coggeshall 1966}. La capacitat de regeneracid i la diferenciacid
cel-lular de I'epiteli ha estat estudiada per J.P. Cornec (1967, 1984), en
diverses especies de les families Erpobdellidae i Glossiphoniidae.

Al nostre judici mancava un estudi detallat de la morfelogia normal del
tegument dels hirudinids que serd I'objecte del nostre freball. El model
elegit per nosaltres és Dina lineata, de la familia Herpobdellidae, molt
comu als nostres rius 1 rierols.

Com és caracteristic en els anél-lids, el tegument de Dina esta format
per tres capes ben definides: la cuticula extracel-lular, I'epidermis monoes-
tratificada i glandular i la dermis connectiva (Fig. 1).

La cuticula és complexa 1 s’hi distingeixen dues zones principals: la
cuticula propiament dita amb un estrat fibrés basal i un estrat amorf, i
’epicuticula constituida per les projeccions epicuticulars, ha estat estudiada
per Berchtold et al. {1985} en el context dinamic del cicle de muda
d’Hirudo medicinalis, i per Garcia Mas (1979), que ha estudiat la regié
digestiva de Dina lineata. No ht han, perd, estudis histoquimics i ultraes-
tructurals detallats de la cuticula de la pared corporal dels hirudinids.

MATERIAL | METODES

Els exemplars de D. lineata utilitzats en aquest treball provenen de rius i
rierels préxims a Girena.

Per la seva observacié al microscopli optic, s’han fixat els exemplars,
préviament anestesiats amb alcohol al 8 %, en formol al 4 % en tampd
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Figura 1. Esquema de la pared del cos de Dina lineata: (c) cuticula, {ce)
cél-lula epitelial, {cd) c&llula connectiva de la dermis, (cs) capilar
subepidérmic, (b} céhlules Ulivres de 'hemolimfa, {p} cél-lula glanduiar
piriform, (t} cél-lula glandular tubular, (mc) musculatera circular, {md)
musculatura diagonal, {ml) musculatura longitudinal.

fosfat pH 7.2, Després d'una acurada deshidratacié en série alcohdlica les
mostres s’han inclds en parafina ¢ glicol metacrilat GMA (Bonet i Molinas,
1983) per obtenir-ne talls de 5 a 7 micrdmetres o de 2 micrometres
respectivament.

Amb els talls obtinguts s’han realitzat les seglients proves histiquimi-
ques: A) Per a la deteccid de mucopolisacarids: PA-S blau d’alcia pH 2,5
(Bancroft 1975); B} Per a la deteccid de fibres connectives: impregnaci6
argéntica de Gomori (Bonet 1 Huguet 1985), meétode de Lillie per teixit
connectiu {Luna 1968), métode dc Weigert per fibres elastiques {Luna
1968), coloracid per elastina de Verhoff (Humason 1967); C) Per a la
deteccié de proteines: reaccié de Millon (Bancroft 1975), reaccid tanno-
ferrica de Salazar (Gabe 1968), reaccié de la ninhydrina-Schiff (Humason
1967), blau de Coomasie:

El blau de Coomasic s'utilitza normalment per a la deteccid quantitativa de
proteines en espectofotometria (Bradford 1978). Donat que és un métode molt
sensible i que presenta pogues interferéncies hem adaptat el métode per 0s
histoguimic. El blau de Coomasie, que en forma anionica té un to vermellds, es
transforma a blau al onir-se als grups aming de les proteines, pel que les zones
riques amb protcines cs tenyeixen de blau. El procediment seguit és el segitent
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Seluad colorant:
fostoric 85 % 10 ml
blau de Coomasie G 10 mpg.
alcchol 95 % 35 ml.
aigua destil'lada enrasar a 100 ml.
. Desparafineu els talls i porteu-fos a alcohol 70 %.
. Tenyiu amb la solucid ¢olorant 20 minuts.
Renteu amb aigea destil-lada acuradament.
. Deshidrateu amb una série zlcohdlica rapidament, ja que lalcchol
s'emporta el colorant. Aclariv amb xilol 1 munteu amb Entellan.

Bl B

Els exemplars destinats a I'observacié per microscopia electrdnica de
transmissié s’han anestesiat amb aigua amb gas carbodnic i s’han fixat amb
liquid de Karnosky 0,1 M. i posfixat amb tetradxid d’osmi. L'inclusié de les
peces s’ha fet en resina Spurr. Els talls ultrafins han estat contrastats amb el
métode convencional ‘acetat d’uranil/Reynols. Les observacions s’han fet
amb un microscopi electronic de transmissié Hitachi HU 12 del Servei de
Microscopia Electrdnica de la Universitat Autdnoma de Barcelona.

Per la microscopia d'escandallatge s’ha emprat el gas carbdnic per
'anestésia i el glutaraldehid al 2,5 % en tamp6 fosfat pH 7,38 0,1 M com a
fixador. Les mostres s’han desecat en un desecador de punt critic
POLARON E-3000 utilitzant acetat d’amil com a liquid de transferéncia i

Figura 2. 5.E.M. 258x Regié de la ventosa anterior en la gual s’obre la
boca (b}, 1 en la qual es poden veure nombroses papil-les sensitives {ps).
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anhidrid carbonic com a liquid de transicié. S’han metal-litzat amb un
diode de «sputterings» POLARON E-5000 formant un recobriment de ca.
400 A de gruix d'or. Les observacions s’han fet en un microscopi SUPER
III-A 1C] del Servei de Microscdpia Electrénica de la Universitat Auténo-
ma de Barcelona, i en un Cambridge S 4 del Servei de Microscdpia
Electrénica de la Universitat de Barcelona.

OBSERVACIONS I RESULTATS

L'observacid dels exemplars de 0. lineara al microscopi electronic d’escan-
daflatge mostra una superficie avellutada formada per una capa compacia
amb petites protuberancies arrodonides d’uns 170 nm de diametre (Fig. 2).
Es continua amb la cavitat faringea i s'interrompeix puntualment a nivell de
les papil-les sensitives (Fig. 3).

Figura 3. S.E.M. 16750x Detall de la superficie del cos en la qual es pot
observar la preséncia de petites protuberancies (—).

Al microscopi Optic la cuticula s'observa com una capa clarament
diferenciada. Es fortament PA-S positiva i en el seu limit exterior presenta
una banda estreta que es tenyeix amb els reactius per mucopolisacarids
dcids com el blau d'alcia pH 2,5. Les reaccions per proteines i fibres
connectives donen resultats positius (taula I).
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Tauta 1. Resultats de les proves histoquimiques.

Fibres Proteines
connectives Reaccid de
Impregracit + Mil}on
argéntica Reaccid tanno- +
Matode de . férrica de -
Weigert Saiazar
Matode de R_eacciél de ia +
Lillie + mnl.lydrma- —
Schiff
Métode de + :
Verhoff _ Reaccié del _
blau de +
Coomasie
Mucopolisacarids
- + positiv, — negaiiu, & débilment positie.
PA-5/blan fina banda sup.
d’aicia blava, reste rosa

El microscopi clectronic de transmissi¢ permet constatar la complexitat
estructural de la cuticula i dels lligams que manté amb les cel-lules de
I'epidermis.

Mesura aproximadament 1,15 micrometres de gruix i s’hi distingeixen
tres estrats que de dintre a fora son: fibrds, amorf i epicuticular (Fig. 4).

45 RV RN WY . ;
Figura 4. T.E.M. 33570x Tall transversal a nivell de la cuticula on s
poden veure els diferents estrats cuticulars i ies unions que manté amb
I'epidermis; (pe} projeccions epicuticulars, {ma) matriu amorffa, {bm}
banda de condensacié de ta matriu amorfa, (fc) fibres de col-lagena, (fr}
fibril-les de col-lagena, (hd} hemidesmosomes, (1f) tonofilaments i (mv)
microvellositats.
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L’cstrat fibrds, basal, d’un gruix mig de 550 nm. que pot oscil-lar entre
330 1 620 nm., esta format per una matriu clara en la que estan immerses
fibres electrodenses d’un didmetre aproximat 40 nm. que es disposen en
capes paral-leles a ['epidermis. Es compten fins a dotze capes dc fibres.

L’estrat amorf segueix sense solucid de continuitat a I’estrat fibrés. Esta
format per la matcixa matriu amorfa que envolta les fibres i presenta dues
zones, una basal de 160 a 200 nm. i laltre superior, d'uns 140 nm., en la
que progressivament augmenta la densitat de la matriu en acostar-se al
limit superior.

L’cpicuticula csta constituida per les projeccions epicuticulars que tenen
una matriu lleugerament més clara que la del limit superior de estrat
amorf que les suporta i que sén portadores d’un revestiment filamentds que
recorda a un glicocalix (Fig. 5). Les projeccions epicuticulars estan
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Figura 5. T.E.M. 40000x Seccié a nivell de la cuticula en la qual es pot
veure ¢l revestiment filamentds de Pepicuticula {(—).

distribuides uniformement, amb una densitat aproximada de 125 per
micrometre?. S6n més o menys cilindriques amb un lleuger engruiximent en
la seva part basal (Fig. 4). Mesuren uns 180 nm. d’algaria i de diametre 75
nm. & la base i 53 a apex.

Al parlar de la cuticula s’han de mencionar les formacions de les
c¢l-lules de I'epidermis que hi queden intimament relacionades. Sén les
microvellositats i els hemidesmosomes.

Les microvellositats, molt esparces, travessen la cuticula i afloren a
I'extericr entre les projeccions epicuticulars amb un aspecte semblant al
d’aquestes perd una mica més curtes i gruixudes (Fig. 4), mesurant
aproximadament 840 nm. de llargaria total i 99 nm. de liargaria fora de la
cuticula, 57 nm. d’amplaria a I'interior de la cuticula, 95 nm. d’amplaria a
Pexterior en la base, 1 47 nm. d’amplaria a lexterior a 1'apex. Les
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microvellositats sén més electrodenses que la matriu amorfa de la cuticula i
lleugerament més electrodenses que ¢l citosol de les cél-lules epitelials de
les que provenen.

La superficie de 'epidermis que esta en contacte amb la cuticula forma
unes papil-les curtes que penetren en la cuticula i que corresponen a
Pestructura d’un hemidesmosoma {Fig. 4). Aquests hemidesmoscmes,
similars als existents en la part basal de les c¢l-lules epitelials, sén ovals i el
seu diametre major t¢ dimensions de Iordre de 170 nm. Els desmeofila-
ments, molt notables, es continuen cap l'interior de la cél-lula epitelial,
mentre que petites fibril-les d'uns 90 nm. de llargiria s’estructuren
perpendicularment a la cara externa de la membrana plasmatica per
internar-se en la zona inferior de la cuticula.

DISCUSSIO

El revestiment cuticular de la paret del cos de ). lineara €s continu i d’un
gruix forga uniforme de ca. 1,15 micrometres, lleugerament inferior al que
presenta 'estomodeu d’aquesta mateixa espécie, que té un gruix de 1.9
micrémetres {Garcia Maés, 1979).

Els resultats positius en les proves per proteines i fibres connectives
permeten corrobar la naturalesa col-lagena de les fibres, que ja ha estat
demostrada en oligoquets per Fujimoto i Adams (1964) i cn poliquets per
Kimura (1971) i Kimura i Tanzer {1977).

Es tracta d'una col-lagena que difereix de la de vertebrats tan per
I'abséncia de periodicitat com per les proporcions relatives dels aminoacids
{Richards, 1984) t per un pes molecular més elevat {Josse i Harrington,
1964; Kimura, 1971).

En D. lineata hem pogut constatar que aquestes fibres, de 400 A de
diametre, son més gruixudes que les que es treben als teixits connectius
d’aquesta espécie i que les fibres col-lagenes dels vertebrats, i que no
presenten estriactons visibles al microscopi electronic.

Una caracteristica diferencial en espécies d’hirudinids 1 oligoquets és el
nombre de capes de fibres aixi com el diametre d’aquestes (Berchtold et al.
1985). Dintre dels oligoquets, per exemple, Eisenia té 15 capes (Burke,
1974), Lumbricus 24 o més (Coggeshall, 1966} i Branchiobdella pentodonta.
En els hirudinids, el nombre de capes de fibres sembla ser menor,
havent-hi 7 en Batracobdella picta (Desser i Weller, 1977) i de 6 a 8 en
Piscicola geometra (Rutschke, 1970).

En la cuticula corporal de D. lineata hem comptat fins a 12 capes de
col-lagena, fet que concorda amb les dades de Garcia Mas (1979) per la
regié bucofaringea d’aquesta espccie.

El caracter fortament PA-S positiu i el fet de que solament la porcid
apical retingui el blau d’alcid ens fa pensar que la cuticula t€ un contigut
elevat de mucoplisacarids neutres que, d’acord amb Damas (196%) que
també ha detectat mucopolisacarids neutres associats a proteines tipus
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col-lagena, podrien constituir la substancia amorfa que forma la matriu en
la que estan immerses les fibres de col-lagena 1 la matriu de I'estrat amorf.

El revestiment filamentds de les projeccions epicuticulars també ha
sigut mencionat a la cuticula buccfaringea de Dina per Garcia Més (1979).
La banda exterior que queda tenyida amb el blau d’alcia pH 2.5 podria
correspondre a aquesta estructura que tindria caracter mucopolisacarid
acid. Segons Desser i Weller (1977) aquest material filamentds sembla ser
un mucopolisacarid similar al glicocalix. Burke (1974), mitjangant el roig de
ruteni, arriva a la conclusié de que aquest material podria tractar-se de
complexes proteina-polisacarids. D’altre banda Damas (1969, 1972) ha
detectat en l'epicuticula una fraccié mucopolisacarida acida associada a
proteines.

La superticie avellutada formada per petites protuberancies que obser-
vem en microscopia electronica d'escandallatge es corresponen, per les
mides 1 per la distribucid, a les projeccions epicuticulars junt amb el
recobriment del glicocalix. Distribuides uniformemente en hirudinids i
oligoguets, en poliquets sovint estan disposats irregularment o poden ser
absents (Berchtold et al. 1985). Es desconeix la funcié de les projeccions.
Segons Richards (1974) el seu paper seria el d'una xarxa que permetés
mantenir una capa permanent de mucopolisacarids.

La preséncia de microvellositats de les cél-lules epitelials i les unions per
hemidesmosomes han estat citades en tots aquells estudis referents a la
cuticula dels anél-lids.

Les microvellositats s’han descrit amb efs noms de canaliculs (Rutschke
1970}, «microvillar procesces» (Desser i Weller 1977), prolongacions
citoplasmatiques (Garcia Mas, 1979} i microvellositats {Damas 1969).
Segons Murray et al. (1981} intervenen en l'organitzacié de les capes de
col-lagena; Fabundancia de microvellositats en els periodes de generacid
(Burke 1974} afermen aquesta hipdtesi. Altres autors {Berchtold et al.
1985) sugereixen la possibilitat de que siguin l'origen de les projeccions
epicuticulars per degeneracid. No es coneix el desti de les microvellositats
després de la col-locacié de les projeccions epicuticulars, Berchtold et al.
(1985} pensen que podrien retraure’s. Tampoc estd clar si una mateixa
categoria de microvellositats és responsable de la formacié de les projec-
cions epicuticulars i de Porganitzacié de les fibres de col-lagena. Rutschke
(1970) sembla ser I'dnic autor que postula que serveixin de vehicle per la
secrecid,

La preséncia d’hemidesmosomes, amb abundincia de desmofilaments
que els interconecten en linterior de les cél-lules epitelials i amb processos
fibrosos que penetren en la cuticula que segoas Kelly (1960) corresponen a
fibril-les de col-lagena, reforga en gran manera la cohesié entre la cuticula i
I'epidermis, la qual cosa és de gran importancia en animals tan extremada-
ment contractils com les sangoneres.
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