
Treb. Soc. Cat. Biol., Vol. 38 (1985) 45-51

DADES PRELIMINARS SOBRE LA LOCALITZACIO
DE CEL•LULES ENDOCRINES A L'INTESTI DE COPEPODES PARASITS

M. POQUET

Departament de Morfologia Microscopica. Facultat de Biologia.

Universitat de Barcelona.

Rebut 12 febrer 1985

SUMMARY

Two species of parasite copepoda, Caligus minimus and Lernanthropus kroyerii have been found to

have the intestine covered by an epithelium of absorbent cells, synthesis cells and digestive or bioaccu-

mulative cells. On the posterior tract another cellular type is found, although it is less frequent. These

cells measure about 10µm in height and they differ from others in their clear hyaloplasm and their high

nucleo-cytoplasmatic ratio.

The granular endoplasmatic reticulum and the Golgi complex show different development degree in

the different cell types, and they give rise to secretion granules which characterize these cells. The granu-

les show a great diversity in shape, electron density and size (from 50 to 100 nm) in the different cells.

These results allow us to define the existence of endocrine cells in the intestine of copepoda, similar to

the ones we find in the gastrointestinal system of mammals and various invertebrate groups. Presu-

mably, these cells are involved in the regulation of digestive processes in the rest of cellular elements

which make up the intestinal tract, releasing intracellular proteins by means of exocytosis discontinuous

processes.
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INTRODUCCIO
torials i caracteristiques morfologiques:
cel•lules enterocromafins, cel•lules argenta-

Des de la localitzacio de les cel•lules en- fins, cel•lules de KULTSCHITZSKY. A la mu-

docrines a la mucosa gastrica de gos, realit- cosa gastrointestinal de mamifers han estat

zada per HEIDENHAIN (1879), aquest tipus identificats fins a dotze tipus diferents de

cellular ha estat designat de formes molt di- cel•lules de caracter endocri, les quals es dife-

verses, tot atenent a les seves propietats tin- rencien essencialment per la forma, mida i
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textura dels grans de secrecio que posseeixen
(11). L'aplicacio de tecniques immunoci-
toquimiques ha perm6s posar en relleu una
caracteristica comuna en totes elles: la pro-
duccio d'hormones de naturalesa peptidica,
que caracteritza tots els tipus cel•lulars que
integren el sistema APUD (5). Les diferents
hormones intervenen en processos ben diver-
sos relacionats amb les funcions digestives,
com el peristaltisme intestinal o be el nivell
sanguini de diferents metabolite.

Aixi mateix, 1'epiteli intestinal de cefalo-
cordats ha estat objecte d'estudis, tant de ca-
rActer histoquimic com ultrastructural, degut
a que posseeix una poblacio de cel•lules en-
docrines de caracteristiques similars a les que
mostren les cel•lules productores d'hormo-
nes polipeptidiques dels vertebrats (2, 13).
L'estudi d'aquest grup cobra un especial
relleu degut a la importincia filogenetica
d'algunes especies i a 1'aportaci6 que supo-
sen les dades obtingudes en la comprensio de
1'evoluci6 del sistema endocri gastrointesti-
nal pancreatic (GEP) (9).

Les referencies sobre 1'existencia d'aquest
tipus cel•lulars a nivell dels invertebrats son
forca mes reduides, degut principalment a
l'escassesa de dades de caracter citoquimic o
fisiologic. En funcio de Ilur localitzacio i de
les caracteristiques ultrastructurals dels
grans de secrecio, CASSIER et al. (3) han
descrit set tipus diferents de cel•lules endocri-
nes al mesenteron d'insectes que es troben en
diferents fases de llur desenvolupament.
En aquest sentit, el coneixement de les

cel•lules endocrines en el grup dels crustacis
es mes reduit encara, degut fonamentalment
a la major reduccio que manifesta el tram in-
testinal, a on es localitzen aquest tipus de
cel•lules. Unicament ha estat descrit un tipus
de cel•lules «clares>> en els cecs posteriors de
l'intesti d'amfipodes (7).

El present treball constitueix un estudi pre-
liminar de caracter morfologic de les cel•lules
endocrines que es localitzen en el tram me-
senteric posterior de copepodes parasits. La
tipificacio d'aquestes cel•lules mitjangant les

dades aportades per la microscopia electrbni-

ca de transmissio, permetra d'establir uns
criteris inicials de caracteritzacio dels esmen-

tats tipus cel•lulars dins d'aquest grup de
crustacis.

MATERIAL I METODES

Les dues especies estudiades, Caligus mini-
mus i Lernanthropus kroyerii son copepodes
que es troben en regim parasitari a la mucosa
bucal i a les branquies de Dicentrarchus
labrax. Els exemplars estudiants provenen
del litoral mediterrani i el grau d'infestacio
varia d'una especie a l'altra, essent d'un
70 % en el cas de Caligus i del 55 al 60 13/'o per
Lernanthropus.

El processat del material ha estat 1'habi-
tual que s'aplica a les mostres que han d'es-
ser estudiades al microscopi electronic. La
fixacio s'ha realitzat per immersio, dels
exemplars fragmentats, en paraformaldehid
(2 %)-glutaraldehid (2,5 %) segons KAR-
NOVSKY, tamponat amb fosfat sodic al 0,1M
i pH 7,3, durant 90-120 minuts. Despres
d'un rentat amb la mateixa solucio tampo,
durant uns 30 minuts, s'ha efectuat una se-
gona fixacio amb tetroxid d'osmi (1,5 °lo)
amb la solucio tampo, durant 90 minuts.
Aquestes etapes han estat realitzades a una
temperatura de 4 °C.

Despres de la deshidratacio de les mostres
mitjancant la serie progressiva d'acetones, a
temperatura ambient, s'ha procedit a la
inclusio del material mitjancant resina
SPURR (12) que per la seva baixa viscositat i
lent proces de polimeritzacio es la que pre-
senta una penetracio optima en el material.

Els tails ultrafins han estat obtinguts
mitjancant un ultramicrotom Ultracut
(Reichert-Jung), essent posteriorment
contrastats amb acetat d'uranil i citrat de
plom (10).

Les observacions han estat realitzades amb
un microscopi electronic Philips, model
EM200 del Servei de Microscopia Electroni-
ca de la Universitat de Barcelona.
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Fig. I. Fragment de I'epiteli intestinal de L. kroyerii. Les cel•lules endocrines es destaquen per la seva situacio al fons

de la cripta (fletxes). mv: microvilli; N: nuclis. 97.000X
Fragment of the intestinal epithelium of L. kroyerii. Endocrine cells can be seen depth in the crypt (arrows). mv:

microvilli; N: nuclei.

RESULTATS

El tub digestiu de les dues especies de co-

pepodes estudiades, es troba revestit per

cel•lules epitelials de funcio absorbent i sinte-

titzadora (8). El tram posterior del mesente-

ron es caracteritza per la presencia de criptes

intestinals, on es localitzen amb una frequen-

cia relativament baixa (8 al 10 %) un tercer

tipus cellular que destaca per la redulda

electrodensitat del seu hialoplasma (Figs.

1 i 2).

La mida i la forma de les cel•lules varia

d'una especie a l'altra, ja que a Lernanthro-

pus adopten un aspecte piriforme, amb la

meitat superior mes estreta que a Caligus, on

les dimensions son mes regulars. Tal com en

la resta de l'epiteli, les cel•lules de L. kroyerii

presenten una alcada considerable, de

l'ordre de 10,5 µm i assoleixen uns 2 µm

d'amplada en la regio equatorial. Les cel.lu-

les de Caligus no ultrapassen els 8 µm.

Ambdos tipus cel•lulars es comuniquen

amb la llum intestinal mitjancant una vora

apical molt redutda, amb microvilli d'uns

0,9 µm. a 1,2 µm de llargada, que es distri-

bueixen densament apretats i en 1'especie Ca-

ligus adopten un aspecte bifurcat molt carac-

teristic (Fig. 3). Les zones de contacte amb

les restants cel•lules epitelials son del tipus de

la unio septada de tipus His (zonula continua)

que assoleixen uns 1,2 µm. de Ilargada

(Fig. 6). La resta de la membrana lateral pre-

senta profundes interdigitacions, algunes del

tipus <<hernia». Aixi mateix la membrana ba-

sal presenta invaginacions poc profundes.

Aquestes cel•lules descansen total o parcial-

ment a la lamina basal, de manera que, en al-

guns casos, les cel•lules adjacents engloben

parcialment la zona basal de cada cel•lula

clara.
A la regio perinucleal i Arees laterals de la

cel•lula es localitza 1'aparell vesiculo-
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Fig. 2. Visio de dues cel • lules endocrines (En) del mesenteron de Caligus minimus . Observeu el tamany dels nuclis i les
seves indentations . Ili: Llum intestinal . 8.400X
A view of the mesenteron of Caligus minimus with the endocrine cells (En ). The size of the nuclei and their entries can
be observed . Ili: lumen of gut.

Fig. 3. Regio apical d'una cel-lula endocrina amb micro-
vellositats rigides i bifurcades . S'observen alguns micro-
tubuls ( mt) entre els grans de secrecio . zc: zonula conti-
nua. 34.400X
Apical zone of an endocrine cell with rigid and bifurca-
ted microvilli . Some microtubules (mt) among the secre-
tory granules are shown.

Fig. 4. Els grans de secrecio (g' rrn„n.ui;, .i pa, u; '1'(111
dictiosoma ( D, fletxes ) apareixen envoltats d'un halo
menys dens als electrons . 69.200X
Secretory granules from a dictyosome with a halo less
electrodense.
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Fig. 5. Ctl•Iula endocrina de tipus «obert>>, en la qual
els grans de secreci6 s'acumulen principalment a la seva
regib basal. 11.300X
"Open" endocrine cell with secretory granules placed
mainly in its basal region.

membran6s amb diferent grau de desenvolu-

pament en les cel•lules d'una i altra especie.

Les cel•lules de Caligus presenten un o dos

dictiosomes ben diferenciats, en els quals

s'observa la formacib de grans de secrecib a

partir dels extrems dilatats de les cisternes

(Fig. 4). En Lernanthropus, en canvi, es el

reticle endoplasmatic rugbs el que assoleix

un acusat desenvolupament, si be la distribu-

ci6 dels ribosomes es irregular al llarg de les

vesicules. Aquestes presenten processos de

dilataci6 i tambe grans de secrecib a la seva

proximitat. Les nombroses granulacions i

vesicules membranoses que caracteritzen

aquestes cel•lules es distribueixen de forma

irregular per tot el citoplasma. A cada un

TAULA I.
Tipus de grinuis secretors existents

a les cel • lules eadocrines de coda esptcie.

Granuls
Fregilcncia Densitat
cZl•lules DUrnetre als

Especie endocrines (nm.) Forma electrons

L. kroyerii + 60-75 esfZrica dens
C. minimus + + 70-80 irregular nucli/

dens
90-100 esf8rica dens

dels models cel•lulars es poden detectar dife-

rents tipus de grans de secrecib que s'identifi-

quen per llur contingut, diametre i grau

d'electrodensitat (Taula I).

La relacib nucleoplasmitica es elevada, tot

destacant els nuclis de les cel•lules de Caligus

per les seves indentacions (Figs. 2 i 5). Els

diametres nucleals oscil•len entre els 5,5 µm

a Lernanthropus i 2,7µm a Caligus. En qual-

sevol cas, la heterocromatina es forca escassa

i es troba distribuida a la periferia, on l'em-

bolcall nucleal es troba forca dilatat (180 A) i

presenta nombrosos porus de 400 a 500 A de

diIrnetre. El nucleol se situa en posicib ex-

cbntrica i es altament conspicuu i de forma

esferica. El seu diametre no ultrapassa els

0,52 µm.

DISCUSSIO

La ubicaci6 de les cel•lules que acabem de
descriure a nivell de les regions mes profun-

des de 1'epiteli o criptes constitueix una dada

caracteristica en les especies de copepodes es-

tudiades, degut principalment a 1'especial

configuraci6 de 1'epiteli intestinal en copepo-

des parasits (8). En aquest mateix sentit, l'as-

sociaci6 de cel•lules de naturalesa endocrina

que es troba en els <<nius >> de regeneraci6 de

1'epiteli intestinal d'insectes ha estat interpre-

tada, des del punt de vista funcional, com a

reguladora dels processos de renovacib

cellular que tenen Iloc a aquestes regions

epitelials (3).

El diferent grau de desenvolupament que

manifesten els organuls membranosos en
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4
Fig. 6. Aspecte que adopten les granulations secretores
a L. kroyerii, amb un nucleoide excentric i altament
electrodens . S'observen dues zones de contacte (zc), on
s'aprecien clarament els septes ( fletxa ). 30.600X
A view of the secretory granules in L. kroyerii. They
present an excentric and electrondens material. Two
junctional regions , with septa , can be observed.

Fig. 7. Awmulacw de grans de secrecio a la zona basal
de la cel • ula. Observeu Ilur adhesi6 a diferents punts de
la membrana ( fletxa ). lb: lamina basal . 48.500X
Accumulation of secretory granules in the basal zone of
the cell . As it can be seen , they adhere to different points
of the membrane (arrow).

una i altra especie , impliquen tipus diferents
de secreci6 a cada model cellular . La relaci6
entre I'aparell de Golgi i els grans secretors
queda ben patent a les cel • lules de Caligus,
de manera que el material que constitueix els

grans de secrecio es parcialment sintetitzat i
emmagatzemat a les cisternes d'aquest orga-
nul, d'una manera molt similar a la que ha
estat descrita en cel•lules endocrines de
l'intesti d'un crustaci amfipode (7). D'altra
banda, la diversitat ultrastructural dels gra-
nuls de secrecio, aixi com la distribucio que
adopten a diferents arees d'una mateixa
cel•lula en els copepodes estudiats, permet
establir analogies morfologiques amb les
cel•lules endocrines de l'intesti de mamifers i
altres vertebrats (11). S'admet la possibilitat
que les granulacions secretores localitzades a
una mateixa cel•lula presentin diferents eta-
pes d'un proces de degranulacio, amb estadis
intermitjos que manifesten variacions
d'electrodensitat, amb la qual cosa la diversi-
ficacio en quant als tipus de granulacions
quedaria considerablement redufda (6). No-
mes l'aplicacio de tests de caracter citoqui-
mic permetra dilucidar aquest aspecte.

La dificultat en la localitzacio d'imatges
d'exocitosi a nivell de membranes de la
cel•lula ha estat assenyalada anteriorment
per diferents autors (4), especialment en
cel•lules endocrines de l'epiteli intestinal
d'insectes, en que els mecanismes de secrecio
es donen de forma quantificada, com a res-
posta a determinats estimuls que provoquen
1'expulsi6 de substancies proteiques intra-
cel.lulars.

La presencia de microvilli a 1'extrem apical
de les cel•lules estudiades tant a Caligus com
a Lernanthropus, permet assimilar-les a les
cel•lules de tipus «obert» de 1'intesti de ver-
tebrats (5). Les uniques cel•lules de naturale-
sa endocrina de les que tenim referencia a
I'intesti de crustacis, han estat les cel•lules
uparacrines» de I'intesti d'amfipodes, que
no presenten superficie de contacte amb la
regio basal de l'epiteli (7). Les cel•lules en-
docrines dels copepodes estudiats , per tant,
presentarien una funci6 parcialment absor-
bent, notablement disminulda respecte a la
resta de cel•lules intestinals , que posseeixen
una superficie d'absorcio incrementada de
12 a 18 vegades.
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La funci6 fonamental de les cel•lules en-

docrines queda, encara, en el terreny hipote-

tic, degut al desconeixement sobre la natura-

lesa exacta de Ilur secreci6. Tanmateix,

l'estreta connexi6 topografica de la zona ba-

sal amb altres cellules de l'epiteli intestinal i

fibres musculars mesenteriques, suggereixen

diferents nivells d'interacci6 del material

contingut en els grans de secrecci6, ja sigui

regulant les funcions de la resta d'elements

cel•lulars que integren l'aparell digestiu (pe-

ristaltisme i secrecions enzimatiques) o be in-

tervenint en processos de diferenciaci6 de les

cellules intestinals que es localitzen en els

nius de regeneraci6 de l'epiteli.
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