SCIENTIA gerundensis, 11 51-5%, {1985)

MUSCULATURA INTRINSECA DE L’EPIDIDIM DE Dira
fineata (O.F. Miiller, 1774) (Hirudinea, Erpobdellidae)

Sergi Bonet 1 Marull i Marisa Molinas de Ferrer

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

RESUM

En aquest articie s’estudien I'estructura i ultrastructura de la musculatura intrinseca de
I'epididim de Ding lineata. Per sota I'epitell d’aquest conducte trobem una beina
musculo-conjuntiva molt potent integrada, basicament, per quatre a sis capes de
cél-lules musculars d’estriacid obliqua i de disposicié helicoidal. Es tracta de fibres
menonucleades en les que el nucli, oval 1 allargai, ocupa una posicid central, voltat
d’un reduit sarcoplasma. La regié contractil, situada sota ¢l sarcolemma, ocupa la zona
cctoplasmatica deixant un reduit sarcoplasma central 1 una delicada pel-licuia sarceplas-
matica periférica. En el citoplasma axial i perinuclear trobem, foramentalment,
mitocdndries bacil-tars, granets de glicogen, ribosomes liures i cisternes del reticle
endoplasmatic rugds. El material contractil presenta una ordenacié periddica en
sarctmers. Els sarcomers es disposen obliquamnent dintre la fibra. En secci6 transversal
es veuen separats radialment en sectors. Cada sector comté una banda A central
limitada per dues bandes 1 en contacte amb les linees denses Z 1 els tibuls T, disposats
de forma radial.

RESUMEN

En este trabajo se estudian la estructura y ultrastructurz de la musculatura intrinseca
del epididimo de Dine lineata. Debajo del epitelic glandular del conducte, nos
encontramos con una vaira masculo-conjuntiva muy potente integrada, basicamente,
por cuatro a seis capas de fibras musculares mononucleadas de estriacién obiicua y de
disposicidn helicoidal. La regién contrictil, situada bajo el sarcolema, ocupa la zona
ectoplasmatica de la célula dejando un escase sarcoplasma central y una delicada
pelicula sarcoplasmética periférica. El nicleo es oval, alargado y muy electrodenso. En
¢l citoplasma central y perinuclear encontramos, fundamentalmente, mitocondrias
bacilares, granos de glicogeno, ribosomas libres y cisternas del reticulo endoplasmatico
rugoso. El material contréctil presenta una ordenacién periddica en sarcémeros. Los
sarcomeros se disponen oblicuamente en Iz fibra y, en una seccién transversal de ésta,
aparecen separados en sectores muy caracteristicos. Cada sector contiene una banda A
central limitada por dos bandas [ en contacto con las lineas Z y tobulos T, orientados
en sentide radial.
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ABSTRACT

The authors study the optical and electron microscopy of the intrinsec muscle fayer in
the epididymis of Dira lineata (O.F. Miiller, 1774). The epididymal fibers are fusiform,
flattened and mononucleated. They form a bundle four to six ceils wide around the
duct. The myofilaments are peripherically located leaving the nucleus and the
perinuclear sarcoplasm in an axial central position.

The nucleus is oval and flattened with a very neat nuclear envelope. The chromatin
is condensed in fine scattered chromatinic granules. The nucleolus looks compact.

The perinuclear sarcoplasm is very rich in mitochondria, rough endoplasmatic
cisternae and glycogen granules.

Seen in cross section, the fiber shows characteristic zonal arrangement due to the
helical or oblique path of the myofilaments. Each zone is limited by transversal tubes T
and contains the elements off a sarcomer limited by Z line.

Key words: Muscle; epididymis; leeches; hirudinea.

INTRODUCCIO

Dina lineata (O.F. Miller, 1774) és una sangonera hermafrodita, protean-
drica, 1 amb fecundacié traumatica hipodérmica.

~ L’aparell genital masculi es pot dividir en tres regions anatdmicament
ben definides: regi6 testicular, epididim i atri (Fig. 1). La regio testicular es
troba en la part caudal, entre els metamers XXIV 1 XX, 1 conté dues
cadenes de sacs testiculars disposats helicoidalment i comunicats per un
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Figura 1. Esquema que mostra les diverses regions que presenta "aparell
genital masculi de D. lineata.
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petit conducte eferent amb sengles canals deferents que pugen seguint un
trajecte rectilini. A Parrivar al metamer XIX, els conductes deferents
s’engruixeixen sobtadament, prenen una disposicié helicoidal, i es conver-
teixen en el que anomenem cpididims (epi = per damunt, dydyms =
bessons}. Els epididims s'uneixen, anteriorment, en una cambra comi o
atri, responsable de la sintesi de les parets de I'espermatdfor, que s’obra a
Uexterior pel gonoporus masculi.

L’epididim s’extén del metamer XIX al XI; a continuacié, es replega
per formar una nansa fins ¢l metadmer XII i torna a pujar fins conectar amb
la banya atrial, en el metamer XI. Es un conducte, estructuralment,
homogeni format per un epiteli pseudoestratificat glandular amb una beina
musculo-conectiva molt potent que serd objecte de descripeid en aquest
treball. Té per funcié recollir, amagatzemar 1 conduir als espermatozoides
des de la regi6 testicular a Patri. Ha estat descrit amb els noms de vesicula
seminal per Van Damme (1974) en Erpobdelia octoculata, i canal ejacula-
dor per Brumpt {1900) i Damas (1968) en Glossiphonia complanata.
Nosaltres hem optat per anomenar-lo epididim basant-nos en el significat
etimoldgic del mot, en la naturalesa glandular de Uepiteli que €l revesteix i
en la-gran unitat que presenta tofa la seva longitud a nivell d’anatomia
microscOpica 1 d'ultrastructura.

MATERIAL [ METODES

Exemplars sexualment madurs han estat anestesiats amb aigua de Seltz
durant 30 minuts.

Per a microscopia optica el material ha estat fixat en formol al 5 % pH
7,2. Inclos en Glicol Metacrilat (GMA) {Bonet i Molinas, 1983) s’han
obtingut seccions semifines que han estat contrastades tot seguint algunes
técniques habituals de coloracié adaptades a aquest material d'inclusié:
Blau de Metilé-Fuxina béasica, Reaccié de P.A. Schiff, i Impregnacié
argéntica de Gomori. (Bonet i Huguet, 1985}).

Per a microscopia electronica de transmissié les mostres han estat
fixades amb el liquid de Karnowsky, postfixades amb tetradxid d'Osmi al
1 %, 1 incloses en Spurr de la forma habitual. Les seccions ultrafines han
estat, contrastades amb acetat d’uranil-citrat de plom i observades amb un
Hitachi HV 12A del Servei de Microscopia Electrénica de la Universitat
Autdonoma de Barcelona.

RESULTATS

Microscopia Optica

La beina muscular intrinseca de 'epididim de D. fineata estd formada per
quatre a sis capes de fibres musculars mononucleades, d’estriacié obliqua i
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dispodades helicoidalment. Cada fibra esta voltada d’'un endomisi ric en
reticulina i el conjunt per un perimisi poc conspicuu (Fig. 2).

La longitud de les fibres és variable i sol oscil-lar a I’'entorn dels 150
micrometres. So6n afusades i deprimides amb uns diametres transversos
major i menor de 10 i 5 micrometres respectivament.

Figura 2. Seccié transversal del conducte de I'epididim. Observeu la
preséncia de I'endomisi que circunda a cada fibra muscular; gracies a la
seva argirofilia hom pot posar-la de manifest mitjancant la técnica
d'impregnacio argéntica de Gomori. (160X).

Es caracteristica la disposicié del material contrictil en una banda
periférica continua, d’aproximadament 1,5 micrometres de gruix. que, en
secci6 transversal, mostra una estriacio radial deguda a I'especial orientacid
helicoidal dels sarcomers. Aquesta peculiar disposicié dels sarcomers dona
a aquesta modalitat de fibra muscular el nom de fibres d’estriacié obliqua,
espiral o helicoidal.

El nucli ocupa la posicié central axial de la fibra. Es oval i també
deprimit amb una longitud d’uns 12 micrometres i uns diametres major i
menor de 6 X 2 micrometres respectivament. La cromatina forma
granulacions fines i hi ha un unic nucleol visible.

El citoplasma, disposat perinuclearment, presenta un aspecte reticulo-
granular molt caracteristic. La preséncia d'un reticle basofil sera identificat
per la microscopia electronica com cisternes del reticle endoplasmatic
rugds. La reaccié positiva que presenten algunes granulacions amb el
reactiu de Schiff (técnica de Bauer) demostra la preséncia abundant de
glicogen en el citoplasma central, perinuclear.

Microscopia electronica

El miicroscopi electronic permet constatar la preseéncia d’una fina pel-licula
citoplasmatica periférica, situada entre el sarcolemma i la zona ocupada
pels miofilaments, que comunica amb el citoplasma axial perinuclear per
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finissims canaliculs que transcérren paral-lels al costat dels anomenats
tabuls transversos o tabuls T (Fig. 3).

El nucli, molt allargat, presenta un tnic nucleol associat, generalment, a
la membrana.interna de I’envolcall nuclear. En el nucleoplasma trobem
zones de condensacié heterocromatinica molt conspicues (Figs. 4 i 6).

El citoplasma axial es forga electrodens. Hi abunden, fonamentalment,
mitocondries bacil-lars, granets de glicogen, ribosomes lliures, i cisternes
del reticle endoplasmatic rugés (Fig. 5).

Figura 3. Seccid transversal d'una fibra muscular. Observeu la disposicié
del material contractil i del sarcolasma axial, periféric i radial. (4800X)

Figura 4. Secci6 longitudinal d'una fibra muscular. Observeu la longitud
del nucli, la posicié del nucleol i la textura del nucleoplasma. (6000X)

La regi6 contractil esta integrada, basicament, pel material miofibril-lar,
els tubuls T, les linees Z, i les finfssimes pel-licules citoplasmatiques que
uneixen el sarcoplasma periféric amb el sarcoplasma axial (Fig. 7).

Els miofilaments, situats en la zona periférica de la cél-lula, formen una
banda continua en la que no es reconeixen fibril-les ni microfibril-les perd
si una ordenacié en sarcomers. Els sarcomers segueixen una trajectoria
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Figura 6. Seccio transversal d'una fibra muscular. El citoplasma perinu-
clear, molt electrodens, es troba practicament ocupat per un condrioma
molt desenvolupat. (9000X)

" 1+

Figura 7. Secci6 transversal d'una fibra muscular. Observeu la periodici-
tat dels sarcomers i la preséncia de les diverses bandes (A, I i H), els
tubs T, les vesicules sarcoplasmatiques i les linees Z. (17.000X)
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obliqua o espiral en la fibra que per si mateixa esta orientada helicoidal-
ment sobre un conducte espiralat (Fig. 9). En una seccid transversal de la
fibra, el material contractil apareix dividit radialment pels tdbuls T i per les
linees electrodenses Z, en diversos sectors (cada sector és un sarcdmer en
seccié transversal) en els que podem observar, de forma correlativa,
['aspecte de les diverses bandes del sarcomer en seccid transversal (Fig. 8).

LanCDHER

Figura 8. Esquema gue mosira, en seccid transversal, la disposicic dels
diversos elements en un sarcomer.

Cada sarcomer esta format per bandes isotropes (I}, anisdtropes (A},
zones H 1 linees Z. En la banda A hi ha filaments gruixuts de miosina, i
prims d’actina. En la zona H solament hi ha filaments gruixuts. En la banda
I tenim idnicament filaments prims. Donada la trajectoria obliqua dels
sarcomers, en les seccions transversals, les linees Z es veuen disposades
radialment separant sectors en els que hi ha una banda A central de 0,2
micrometres limitada per dues bandes I de 0,1 micrometres (Figs. 8 i 9).
Seguint la idea de Rosenbluth (Garcia-Mas, 1981), hem representat els
miofilaments en tres plans: transversal o XY, longitudinal radial ¢ YZ i
longitudinal tangencial o XZ. El pla longitudinal tangencial permet
apreciar la disposicié obliqua de I’estriacié. El pla longitudinal radial €s
motlt dificil d’observar al microscopi, & causa de la critica orientacié dels
talls, i permet observar a les linees denses Z com estructures fibril-lars en
les que s’encoren els miofilaments més prims.

Disposats radialment s’observen uns tdbuls d’uns 50 nandmetres de
didmetre que, per analogia amb els de les fibres esquelétiques i cardiaques
dels vertebrats, anomenem tiibuls transversos ¢ tubs T. A la part més
-periférica i provocant una débil sinuositat del sarcolemma, cada tub T es
dilata originant una petita vesicula, d'uns 150 nandmetres de didmetre,
anomenada vesicula sarcoplasmatica (Figs. 8 i 9).



58 S. BONET I M. MOLINAS DE FERRER

Figura 9. Representacidé tridimensional de l'ordenacié del material
miofibril-lar respecte als tres plans de Rosenbluth {Pla transversal o XY,
Pla longitedinal radial o YZ, i Pla longitedinal tangencial o XZ).

El Pia longitudinal tangencial ens ofereix V'obligilitat tan caracterfsti-
ca d'aquest tipus d’estriacié. Les bandes A es corresponen amb les
estries visibles al microscopt optic i les bandes 1 amb els interespais
situats entre dues estries consecutives.

E! Pla longitudina! radial ens mostra la distribucié periddica dels
sarcomers. Per aconseguir veure aquesta imatge cal orientar €l tall en
I"angle just; d’aqui que sigui moit dificil aconseguir imatges en que tots
els elements estiguin representais com en aquest esquema.

Els miofilaments es distribueixen de manera continua sense que
s’observi entre ells formacions equivalents a les cisternes del reticle
sarcoplasmatic de la fibra estriada dels vertebrats. Els canalets que
comuniquen el citoplasma periféric amb el central sén molt fins, 100
nandmetres de diametre, i no tenen orginuls al seu interior.

El sarcolemma limita amb una lamina basal d’aspecte homogeni que no
supera els 60 nandmetres de gruix.

DISCUSSIO

L'estudi de la musculatura intrinseca de lepididim permet constatar
algunes particularitats diferencials en relacié amb la musculatura corporal o
del tracte digestiu.

Les fibres musculars dels hirudinids (Mann, 1962; Lanzavechia, 1976; i
Garcia-Més, 1981) sén mononucleades d’estriacié obliqua perd amb una
proporciéd miofilaments/citoplasma menor que la de les fibres de 'epididim.
El gruix de la banda de miofilaments es manté sempre igual, a 'entorn de
1,5 micrometres, perd els diametres transversos de les cél-lules sén més
grossos; en els individus madurs sén superiors a 15 i 8 micrdmetres.

Una altra diferéncia és la major densitat relativa del citoplasma de les
fibres epididimaries especialment en referéncia als ribosomes lliures, Les
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fibres de ['epididim es desenvolupen i es fan més conspicues en el curs de la
maduracié sexual. Es probable que I'arrivada de les ones espermatogéni-
ques estimuli la sintesi del material contractil; aixd explicaria la gran
abundancia de ribosomes lliures.

Les fibres musculars d’estriacié obliqua sén freqiients en els invertebrats
{turbelaris, nematodes, moluscs 1 annélids). Per alguns autors (Paniagua i
Nistal, 1983} la disposicié helicoidal dels sarcdmers afavoreix la intensitat
de la contraccié. En animals tan contractils com les sangoneres pot ser una
caracter important.

L’epididim magatzema 'esperma fins el moment en que, probablement
per un estimul neuro-hormonal, sofreix una contraccid espasmodica que
condueix 'esperma cap a la cavitat atrial per fal de formar els espermatd-
fors.
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