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RESUMEN

r/7a/s/7aemasfo/na,  Gasterópodo  marino  muy  frecuente  en  las  zonas  rocosas  del  litoral
mediterráneo,  está  presente  tanto  en  medios  conservados  como  contaminados,  resul-
tando  resistente  a  la  presencia  de  diversos  tipos  de  xenobióticos  y  entre  ellos  los  metales
pesados.  Dado  que  el  hepatopáncreas  de  Crustáceos  y  Moluscos  está  directamente
implicado  en  el  metabolismo  de  muy  distintas  substancias,  se  pretende  analizar  la
ultraestructura  de  sus  componentes  celulares  en  condiciones  normales,  para  así  selec-
cionar  un  modelo  celular  que  permita  demostrar  la  presencia  en  el  medio  ambiente  de
metales  pesados.  Tras  el  estudio  ultraestructural  y  análisis  funcional  de  los  cuatro  tipos
celulares  hepatopancreáticos,  se  proponen  las  células  acumuladoras  de  cationes  como
modelo  experimental  más  apto  para  el  estudio  del  metabolismo  de  metales  pesados.

ABSTRACT

Thais  haemastoma  is  an  abundant  Gastropod  in  the  rocky  shores  of  the  West  Medite-
rranean,  occurring  both  in  conservated  and  polluted  environments;  so  this  species
results  resistent  to  a  variety  of  xenobiotics,  including  heavy  metáis.  The  Molluscan  and
Crustacean  hepatopáncreas  has  been  recognized  as  an  organ  directly  implied  in  the
metabolism  of  many  toxics;  so,  we  intend  to  analyze  the  ultrastructural  characteristics  of
the  four  hepatopancreatic  cell  types  in  order  to  select  a  cell  model  that  allows  to
demónstrate  the  heavy  metal  presenceinour  marine  coastalenvironment.  The  ultrastruc-
tural  study  and  function  analysis  of  the  hepatopancreatic  cells  indícate  that  the  catión
containing  cells  are  the  most  suitable  cell  model  to  study  the  heavy  metáis  accumulation
and  metabolism.

INTRODUCCIÓN  nación  en  ambientes  marinos,  aplicándose  para
ello diversas técnicas de tipo ecológico,  bioquími-

Desde  hace  algunos  años,  los  moluscos  se  han  co  o  fisiológico.  Actualmente  se  está  procediendo
venido  utilizando  como  indicadores  de  contami-  a  una  renovación  de  las  metodologías  utilizadas  en
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la  evaluación  del  impacto  ambiental  provocado
por la contaminación debida a la presencia de di-
ferentes xenobióticos en el  medio.  Entre las nue-
vas técnicas propuestas, se encuentra en un nivel
preferente el  estudio de la  histopatología  de ani-
males  expuestos  al  contaminante  estudiado,  así
como  de  la  determinación  de  los  cambios  en  la
citoquímica debidos a tal exposición. Las técnicas
histopatológicas  se  han  utilizado  extensamente
sobre una gran variedad de animales marinos para
describir  e  identificar  aspectos  patológicos  atri-
buidos  a  diversos  contaminantes  ambientales
(WoLFE,  Clark,  Foster,  Hawkes  y  Macleod,
1981;  Rasmussen,  Hage  y  Karlog,  1983).  Así,
por ejemplo, se ha determinado un incremento en
la  cantidad  de  lípidos,  vacuolización  de  células
digestivas  y  un incremento en la  actividad lisoso-
mal  en  moluscos  bivalvos  contaminados  por  pe-
tróleo  (  Wolfe  et  al.,  1981;  Garles,  Henry,
Siron  y  GiusTi,  1986;  Berthou,  Balquet,
BODENNEC  y  Marchand,  1987  ).  Otros  muchos
ejemplos  se  podrían  citar,  referidos  a  diversos
contaminantes tales como metales pesados, pesti-
cidas etc. pero, previo a los estudios toxicológicos,
es necesario conocer la estructura normal del órgano
u órganos a estudiar. En el presente trabajo se ha
elegido  como  órgano  de  estudio  el  hepatopán-
creas, dada su implicación directa en el metabolis-
mo de muy diferentes substancias y entre ellas, los
xenobióticos. Así pues, lo que se pretende conse-
guir  en  este  trabajo  es,  la  descripción  histológica
y ultraestructural del hepatopáncreas y sus diver-
sos tipos celulares.

MATERIAL  Y  MÉTODOS

Muestras  de  hepatopáncreas  de  ejemplares  de
Thais  haemastoma  procedentes  de  entornos  no
contaminados  han  sido  fijadas  en  solución  de

Kamowsky  (  glutaraldehido  l%,paraformaldehi-
do  2%  en  tampón  Sorensen  0,15  M,  pH  7,2  )
durante  dos  horas  a  4°C.  La  postfijación  se  ha
llevado  a  cabo  en  tetróxido  de  osmio  1%  en  el
mismo tampón por un periodo de dos horas a A'^C.
Finalmente  el  material  se  ha  incluido  en  araldita
(Durcupan ACM )  y  seccionado en un ultramicro-
tomo  JE0L-JUM7.  Las  secciones  semifinas  se
han  teñido  con  azul  de  toluidina  y  las  ultrafinas
con  ciü-ato  de  plomo  (  Reynolds,  1963).

El estudio y registro fotográfico de las muestras
se ha llevado a cabo en un microscopio electrónico
de  transmisión  Hitachi  H-800.

RESULTADOS

El  hepatopáncreas  de  Thais  haemastoma  con-
siste en un conjunto de túbulos ciegos revestidos
por  un  epitelio  monoestratificado  en  el  que  se
distinguen cuaü-o tipos celulares: células secreto-
ras,  células  absorbentes,  acumuladoras  de  catio-
nes e indiferenciadas.

Las células secretoras(fig. 1) presentan un cito-
plasma apenas teñido en el que destacan gruesas
granulaciones basófilas de tamaño constante y un
núcleo de tamaño irregular, nucléolo muy eviden-
te y cantidad media de heterocromatina, preferen-
temente periférica. A nivel ultraestructural (fig.2),
la porción citoplasm ática perinuclear está ocupa-
da por numerosos sáculos de retículo endoplásmi-
co ribosómico de membranas paralelas, junto con
mitocondrias  y  algún  granulo  conteniendo mate-
rial  de densidad variable.  El  citoplasma periférico
(fig. 3) presenta dilatación de los sacos del retículo
endoplásmico ribosómico que muestra contenido
granulofilamentoso de baja densidad. En sus pro-
ximidades es frec uenteencontrar pequeños dictio-
somas con contenido denso (fig. 4), así como gra-
nulos  de  secreción  en  distintos  momentos  de  su
formación.

Fig. L Células secretoras. Granulos de secreción (punta de flecha); ntícleo (asterisco). 1000 X.

Fig. 2. Célula secretora: retículo endoplásmico ribosómico (rcr); granulos (asterisco); núcleo (N) y nucléolo (n). 1 0000
X.

Fig. 3. Célula secretora: sacos dilatados de RER (puntas de flecha): granulos de secreción inmaduros (asterisco).
25000 X.

Fig. 4. Célula secretora: dictiosoma en proximidad a RER. 30000 X.

Fig. 5. Células absorbentes: vesículas con material de baja densidad (asteriscos); núcleo (n). 1000 X.
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Las células de absorción se caracterizan por la
gran  cantidad  de  vesículas  levemente  acidófilas
que  ocupan  la  mayor  parte  del  volumen  celular
(fig. 5); estas vesículas son de tamaño muy varia-
ble  y  dejan  entre  ellas  una  fina  trama  de  matriz
citoplasmática  basófila.  El  núcleo,  esférico  u
ovalado presenta escasa cantidad de heterocroma-
tina  y  nucléolo  muy  visible.  A  nivel  ultraestructu-
ral (fig. 6) destaca la presencia de microvellosida-
des en el borde apical de la célula, y mitocondrias,
perfiles  de  retículo  endoplásmico  liso  junto  con
cuerpos  electrondcnsos  en  el  citoplasma  subapi-
cal.

Las células indiferenciadas (fig.  7)  muestran un
citoplasma  basófilo  que  contiene  casi  exclusiva-
mente ribosomas libres y  mitocondrias.  El  núcleo
de gran tamaño y contorno circular presenta muy
escasa cantidad de heterocromatina y un nucléolo
esférico y de gran tamaño; los poros de la envoltura
nuclear son muy abundantes (fig. 8).

Las  células  acumuladoras  de  calcio  presentan
un citoplasma débilmente acidófilo en el que des-
tacan gran númerode granulaciones irregularmen-
te basófilas y de tamaño variable (fig. 9); el núcleo
redondeado  u  ovalado  se  localiza  en  la  porción
basal de las células y muestra un nucléolo promi-
nente  y  baja  condensación  de  la  cromatina  (fig.
10).  Al  microscopio electrónico,  estas células pre-
sentan un desarrollo moderado de orgánulos, pre-
dominando  las  mitocondrias  y  el  retículo  endo-
plásmico  ribosómico.  Las  granulaciones  presen-
tan diferentes aspectos estructurales variables en
función de su grado de madurez, como puede apre-
ciarse en las figs. 10 y 1 1 , en general suele presen-
tar una porción central electrondensa rodeada por
un estrecho halo de menor densidad.

DISCUSIÓN

La  función  principal  del  hepatopáncreas  de
Gasterópodos es la síntesis y secreción de enzimas
digestivos,  así  como  la  absorción,  acumulación  y
metabolismo  de  distintas  substancias  (Nakazi-
MA,  1956;  OWEN,  1966).  Estas  funciones  se  en-
cuentran  distribuidas  entre  algunos  de  los  tipos
celulares  que  componen  este  órgano.  Así,  por
datos  ultraestructurales,  las  células  secretoras
parecen especializadas en la síntesis de proteínas;
los  datos  histoquímicos  obtenidos  en  Der  aceras
(Babula  y  Skowronska-Wenland,  1988)  y
Ilelix (RosENB AUM y DITZION, 1963) demuestran
la existencia de fosfatasa acida y esterasas inespe-
cíficas  en el  interior  de las  vesículas  citoplasmáti-
cas de este tipo celular. Estos enzimas hidrolíticos
son  posteriormente  vertidos  a  la  luz  tubular
(KRYSZTOHAK,  GLINIECKA  y  BIELAWSKI,  1983)
interviniendo  en  la  digestión  extracelular.

Las  células  absorbentes,  por  sus  características
ultraestructurales  (microvellosidades  apicales,
mitocondrias  y  sacos  de  retículo  endoplásmico
liso  en  el  citoplasma  subapical),  deben  estar
implicadas en la absorción de materiales desde la
luz  tubular,  así  como su  acumulación en las  vesí-
culas  citoplasmáticas.  Conclusiones  similares  se
han  obtenido  en  Arion  y  Helix  (Orive,  Berjon  y
Otero,  1979).  La  presencia  de  fosfatasa  alcalina
en el citoplasma apical de estas células en Deroce-
ras  (Babula  y  Skowronska-Wenland,  1988)
así  lo  confirma.  Además  la  abundancia  de  lisoso-
mas en distintas fases de actuación, la interpreta-
mos como consecuencia de la digestión intracelu-
lar del material absorbido, de acuerdo con la opi-
nión  de  Nakazlma  (1956).

Fig. 6. Célula absórbeme. Microvellosidades apicales (mv); retículo endoplásmico liso (punlade flecha) mitocondrias
y cuerpos electrondcnsos (asterisco). 15000 X.

Fig. 7. Célula indiferenciada. 3000 X.

Fig. 8. Célula indiferenciada. Envoltura nuclear y poros (puntas de flecha). 15000 X.

Fig. 9. Células acumuladoras de cationes. Granulaciones de calcio (asterisco); núcleo (n). 1000 X.

Fig. 10. Célula acumuladora de cationes. Núcleo y granulos de calcio en distintas etapas de formación (asteriscos).
lOOOOX.

Fig. 11. Célula acumuladora de cationes. Gr;mulo de calcio maduro (asterisco). 25000 X.
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Las  células  indiferenciadas  parecen  responsa-
bles de la renovación de los otros tipos celulares,
probablemente según un mecanismo similar al que
se da en las vellosidades intestinales.

Las células acumuladoras de cationes, contenie-
nen en sus vesículas o litosomas (Andre y  Faure-
Fremiet,  1967)  además  de  cantidades  importan-
tes  de  calcio  (Abolins-Krogis,  1970)  otros  catio-
nes,  incluyendo  hierro,  cadmio  y  zinc  (DURFORT,
1982,  1987;  Ireland,  1982)  en  moluscos  proce-
dentes  de  medios  aparentemente  no  contamina-
dos. En las granulaciones de este tipo celular se ha
demostrado  histoquímicamente  la  presencia  de
forfatasa acida (BOWEN, 1970) la cual podría estar
relacionada  con  la  utilización  del  calcio  para  la
construcción  y  regeneración  de  la  concha  (Abo-
lins-Krogis,  1970;  Masón  y  Nott,  1981).  Estos
mismos litosomas son lugares preferentes de acu-
mulación  de  metales  pesados  tras  exposición
experimental  a  los  mismos  en  Pulmonados  (Ire-
land,  1982)  y  Prosobranquios  {Littorina  littoreá)
(Marigomez,  Cajaraville  y  Ángulo,  1990;
Marigomez  y  Ireland,  1990;  Vega,  Marigo-
mez  y  Ángulo,  1989).  Este  tipo  celular  parece,
pues,  especialmente  indicado  para  demostrar
mediante  estudios  ultraestructurales,  histoquími-
cos y de microanálisis, la presencia o no de metales
en el medio ambiente mediterráneo, dada la abun-
dancia  de T.  haemastoma en nuestras  costas,  así
como su relativa tolerancia a la contaminación. Es
necesario, no obstante, el estudio previo desde las
tres metodologías citadas del efecto de la exposi-
ción experimental a distintos metales pesados sobre
las células acumuladoras de cationes.

Trabajo  parcialmente  subvencionado  por  la
DGICYT.  Proyecto  PB880349.
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