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INTRODUCCIO

Les ceHules de l'escor¢a adrenal, a la zona glomerulosa i fasciculada,
contenen cristalls birefringents. Aixo ha estat demostrat en nombrosos
treballs duts a terme amb el microscopi de llum **.

Estudis ultrastructurals han demostrat la preseéncia d’aquesttes for-
mes cristallines associades a vactols lipidics, principalment a la zona fas-
ciculada, d’animals normals i en situacions experimentals que actuin
estimulant o inhibint I'esteroideogenesi % 18 19 2. 2. 6. 27,

Aquests cristalls es relacionen, tant en els treballs optics com en els
submicroscopics, amb el colesterol i principalment els seus ésters com-
postos, que, com ha estat demostrat, es localitzen sobretot a nivell dels
vactols lipidics de les adrenals ' 8 16, 20, 21, 25,

Formes cristallines d’aquest tipus també han estat observades en altres
ceHules secretores d’esteroides, com és ara les ceHules intersticials i les
del cos luti %4 13,

En el nostre treball pretenem de demostrar la preséncia d’aquestes
formes cristalines a la zona glomerulosa de la rata normal i el seu aug-
ment després d'un estimul de dietes de baix contingut de sodi.

MATERIAL I METODES

L’estudi fou dut a terme sobre un total de 5o rantes wistar, mascles,
d’'un pes entre 250 1 300 g.

Els animals foren dividits en 2 grups:

Un primer grup de 36 rates que fou processat segons els metodes de
microscopia electronica.

Un segon grup de 14 rates que fou utilitzat per a manifestar 'activi-
tat enzimatica de les fosfatases acides.

El primer grup es dividi en els subgrups segiients:

Un primer subgrup de sis rates rebé una dieta d’estabulari normal
i servi com a control.

Un segon grup de 24 rates fou sotmeés a una dieta de baix contingut
en sodi durant sis setmanes, segons una pauta semblant a la de HARTROFT
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i LisENsTEIN ''. D’aquest subgrup foren sacrificats quatre animals cada
setmana de l'experiment.

Un tercer subgrup de sis rates també servi com a control, que rebé
durant sis setmanes la mateixa dieta del subgrup amterior perd amb una
quantitat equilibrada de sodi. Els animals foren sacrificats la darrera
setmana. Tots els animals, tret dels del primer subgrup, begueren aigua
destilada i desionitzada. Els animals foren anestesiats amb una injecci6
intraperitoneal d’hidrat de cloral (300 mg/kg de pes corporal). El torax
fou obert i I'arc adrtic canulat per tal de procedir a la perfusio. Inicial-
ment hom va perfondre sérum ringer durant un minut i a continuacié
la solucié fixadora feta de glutaraldehid al § 9, en buffer fosfat 0,12 M
i pH 7,4 durant 15 minuts. Les glandules adrenals foren extirpades, sec-
cionades en fines lamines d'un mm de gruix, submergides en el mateix
fixador durant dues hores i finalment postfixades en tetroxid d'osmi a
I'1 9 en el mateix buffer.

Els 14 animals del segon grup utilitzat per a I’estudi histoenzimatic
foren afegits als subgrups anteriors, reberen el mateix tractament i foren
distribuits de la forma segiient:

2 animals en el primer subgrup.

12 animals en el segon subgrup, del qual foren processats dos animals

cada setmana.

Aquests animals foren anestesiats i operats de la mateixa forma que
els del grup anterior i se’ls perfongué una solucié fixadora de glutaral-
dehid al 2,5 % en buffer cacodilat 0,1 M, pH %,3 durant 15 minuts. Les
glandules adrenals foren postfixades en el mateix fixador durant dues
hores. Hom féu seccions en cridstat d'unes 50 a 100 micres, que foren
incubaren en el medi de Gomori ' de mitja hora a una hora. Les sec-
cions incubades foren postfixades en tetroxid d'osmi a I'1 9 en el mateix
buffer cacodilat.

Els blocs obtinguts d’ambdés grups foren deshidratats en concentra-
cions creixents d’acetona i inclosos en Durcupan (Fluka). Seccions semi-
fines d'una a dues micres tenyides amb blau de toluidina, serviren per
a control topografic per a la localitzacié de les diferents zones de la
glindula adrenal. Seccions ultrafines foren tenyides amb citrat de plom
segons VENABLE i COGGESHALL ** i examinades amb un microscopi elec-
tronic Hitachi HU-12.

RESuLTATS

En els animals controls del primer subgrup i del tercer, la zona glo-
merulosa ocupava una estreta franja subcapsular, i les c¢Hules es disposa-
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F1G. 1. — A) Animals controls: microfotografia electronica d'un grup de ceHules de la zona
glomerulosa en disposicié pericapilar. Hom hi observa una ceHula endotelial (E), 1 la paret
capilar mostra alguns porus (asteriscs). Les ceHules glandulars presenten un nucli (N) i en
llur citoplasma apareixen alguns vacuols lipidics (v), mitocondries (m) i membranes de reticle
llis (r) X 10.000, B) Animals controls: Un grup de céHules de la zona glomerulosa amb els
mateixos components estructurals ja assenyalats. Hom pot apreciar una forma cristalina (K)
en el citoplasma d'una de les ceHules. X 6.000. C) Animals experimentals: c¢Hula de la zona
glomerulosa amb tres estructures cristallines en llur citoplasma (K). Podem veure alguns cos-
sos densos (sagetes) prop dels cristalls. X 15.000.



FiG. 2. — Formes cristallines no associades a vacuols lipidics. A) Cristall aillat. X 12.000.

B) Detall periferic del mateix cristall mostrant la seva estructura laminar. X 14.000. C) Cris-

tall compost; hi podem veure cossos densos periféerics (sagetes). X 15.000. D) i E) Cristalls
compostos amb estructures laminars internes. X 27.000, X 15.000.




F1G. §. — Formes cristallines en relaci6 amb vacuols lipidics. A), B), C) i D) mostren diversos

cristalls amb diferents formes angular, els vacuols lipidics associats tenen un contingut bastant

dens. Un material molt electrodens envolta totes aquestes formacions. X 21.000, X 21.000,

X 15.000, X 15.000. E) Petit cristall en el cos dens. X 15.000. F) I'activitat enzimatica de les

fosfatases acides s'aprecia en forma de precipitats foscos en els lisosomes i en el material

dens que envolta una formacié cristallina (sagetes). X 20.000. G) S'observen diversos lisosomes
(sagetes) a les proximitats d’un cristall. X 15.000.
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ven formant cordons i agrupacions al voltant dels capillars (fig. 1 A).
L'estructura de les seves c¢Hules era la propia d'una ce¢lula secretora
d’esteroides, amb nuclis arrodonits o ovalats, i I’heterocromatina formava
masses enganxades a la membrana nuclear amb predomini de 1’eucroma-
tina. Hom podia veure-hi un nucl¢ol o —quai mai— dos. En el citoplas-
ma hom podia observar mitocondries molt poliformes pel que fa a
I'estructura de les crestes, un aparell de Golgi paranuclear i el reticle
endoplasmatic llis bastant desenvolupat. Les gotes lipidiques es disposa-
ven formant tipics vactiols de contingut clar. Associades a aquests va-
cuols pogueren ésser vistes, ocasionalment, algunes formes cristalines
(fig. 1 B).

En els animals sotmesos a la dieta de baix contingut en sodi, hom
pogué apreciar des de la segona setmana una hipertrofia i hiperplasia
global de la zona glomerulosa que, a nivell submicroscopic, corresponia
a un augment real dels organoides més implicats en la esteroideogenesi,
com ¢s ara les mitocondries, el reticle endoplasmatic 1lis i els vactols li-
pidics. Les formes cristallines objecte d’aquest estudi es posaren més de
manifest en aquests animals experimentals (fig. 1 C). Principalment hom
hi pogué veure dos tipus d’estructures cristallines:

Un tipus format per cristalls allargats i angulars que no guardaven
cap relacié amb els vactols lipidics de les céHules adrenals i solien pre-
sentar-se sols o agrupats (figs. 2 A, B, C). Caracteristicament, en alguns
d’aquells cristalls hon podia veure restes d’estructures laminars paralleles
molt denses i estratificades collocades principalment als voltants del cris-
tall i emmarcant una zona realment buida (figs. 2 A, B).

Dins aquest mateix grup també hi havia cristalls grans que presenta-
ven un contingut laminar format per membranes denses paralleles i
desorganitzades (figs. 2 D, E).

Un altre tipus d’estructures cristallines estava en intima associacié
amb les gotes lipidiques; el contingut d’aquestes tiltimes tenia més den-
sitat electronica que la resta de vactols lipidics, probablement a causa de
la preservacié en la preparacié del teixit (figs. 1 C; 3 A, B, C). Els
cristalls ajuntats a aquestes gotes lipidiques presentaven estructures an-
gulars diverses. Hom hi pogué observar formes diferents; des de les
grans gotes lipidiques amb petits cristalls, fins a cristalls de grans dimen-
sions que només mantenien relaci6 amb sobres de gotes lipidiques, com
si la transformacié hagués estat gradual dels vactiols a les formes cristal-
lines i a I'inrevés. Totes aquestes formes cristallines associades o no a
vacuols lipidics solien ésser envoltades d'una coberta amb un material
molt electrodens (figs. 1 C; g A, B, C, D, E, F). No pogué ésser demos-
trat clarament l'origen d’aquest material del voltant. Algunes vegades
foren trobats lisosomes a les proximitats dels cristalls (figs. 2 C; 3 B, F, G)
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i el material dens dona positiva la reacci6 de les fosfatases acides
(fig. g F).

Discussio

En el nostre treball, ha estat assenyalada I'aparicié esporadica d’estruc-
tures cristallines a la zona glomerulosa de la glandula adrenal de la rata,
en animals en situacions funcionals considerades normals. El fet que
aquestes formacions hagin estat trobades també en ceéHules d’altres parts
de la glandula ** i en altres glandules secretores d’esteroides®, pot donar
forca a la hipotesi segons la qual sén organoides corrents, bé que no
habituals d’aquestes ceHules. Tanmateix, I'aparicié d’aquestes estructu-
res ¢s més freqiient en situacions d’estimulacié o inhibicié de la sintesi
esteroidal de la glandula ™ 2 % % % En aquest sentit, ha estat sufi-
cienment provat que les dietes prolongades de baix contingut de sodi
actuen estimulant especificament la zona glomerulosa® %1 %% Aquest
estimul podria explicar la nostra troballa (a les céHules citades) d’una
freqiiencia més gran d’aparici6 d’aquestes formes cristalines.

En el present estudi no han estat emprades técniques especifiques
per a la preservaci6 dels lipids® "™, i consegiientment apareixen dissolts
en els vaciols lipidics. La persisténcia de restes laminars en alguns cris-
talls, n’indicaria una consisténcia solida i un despreniment per l'acci6
del tall, o bé, en part, una dissolucié després del procés de fixacié i d’in-
clusio.

Si aquests vaciols lipidics, segons es desprén de forca proves ® 16 20. 2,
emmagatzemen colesterol i principalment els seus esters, seria logic de
pensar que els cristalls relacionats amb ells representen reserves d’aquests
compostos precursors de 'esteroideogenesi i serien utilitzats per a la cel-
lula adrenal en moments de demanda funcional més gran. Una altra
possibilitat seria la de servir com a magatzem d’un excés de colesterol
lliure o els seus esters en moments depressius intercalats o terminals d'un
periode hiperfuncional.

D’altra part, les formes cristallines de forma laminar descrites en el
nostre estudi i independentment dels vactols lipidics, poden ésser inter-
pretades com una altra variant relacionada amb I'aprofitament de la
resta de membranes procedents d’organoides en fase de destruccid, fre-
qiient en tota c¢Hula exposada a un intens intercanvi dels seus compo-
nents. Se sap que el contingut en colesterol de les membranes de les
c¢Hules esteroidals és important 5. Aquest compost podria ésser emma-
gatzemat en aquells cristalls d’origen membranari per a la reutilitzaci6
i formaci6 de noves membranes o esteroideogeénesi.

El material electrodens que envolta moltes d’aquestes formes cristal-
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lines, ha fet positiva la reaccié de les fosfatases acides. Aquest fet, que
ja fou assenyalat per Szasé *!, podria induir-nos a pensar que aquest
material és d’origen lisosomal, tenint en compte, a més, la freqiient re-
lacié d’aquestes estructures cristallines amb alguns cossos densos. La
composicié en enzims hidrolitics d’aquestes cobertes denses explicaria
la desintegracié dels cristalls com una possible forma d’evolucio.
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